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A Amazônia representa a maior concentração e diversidade de espécies de serpentes 
do território brasileiro. No entanto, o conhecimento científico, dos componentes de venenos e 
secreções da maioria destas espécies ainda é desconhecido. Várias moléculas ativas presentes 
nos venenos de serpentes são alvos de estudo, inclusive para protótipos de novos fármacos. 
Entre elas estão as fosfolipases A2, uma superfamília de enzimas com atividade na membrana 
celular e também envolvidas em diversos processos fisiopatológicos no envenenamento. O 
presente estudo teve como objetivo analisar o potencial biotecnológico relacionado às 
fosfolipases A2 de três serpentes endêmicas na região amazônica: Bothrops bilineata, 
Bothrops atrox e Micrurus lemniscatus. 
A Bothrops bilineata é uma serpente considerada rara, e pouco se conhece cientificamente. 
Por isso, desperta interesse pela intensa toxicidade que o veneno possui nos casos ofídicos 
registrados. As alterações miotóxicas ocasionadas por esse veneno foram avaliadas 
mensurando os níveis séricos de creatina cinase. O veneno da B. bilineata ocasionou 
mionecrose intensa nos camundongos avaliados. Além disso, apresentou elevada atividade 
fosfolipásica. Desta forma, a peçonha foi fracionada em uma única etapa cromatográfica (C18 
25mm X 4,6mm, 5 µm). Foram identificadas sete frações com massa molecular semelhante à 
fosfolipases A2 foram obtidas (14 a 18 kDa). A fração BiliTX-7 demonstrou atividade 
catalítica intensa sobre fosfolipídios (fosfatidilcolina e ácido fosfatídico) e a presença de 
várias isoformas foram identificadas por eletroforese bidimensional demonstrando 
possivelmente diferenças de glicosilação.  
Estudos de inibição de PLA2s e seu contexto fisiopatológico são necessários. Assim, 
as espécies B. atrox e M. lemniscatus foram utilizadas para a identificação do gene 
responsável pela produção de inibidores endógenos de fosfolipases A2 (PLIs). O material 
genético obtido do tecido hepático de cada uma das serpentes foram amplificados, clonados e 
sequenciado. Os genes de γPLIs foram identificados para as duas espécies (At.PLIγ e 
MI.PLIγ) e alguns parâmetros bioquímicos virtuais foram elucidados. Os dados obtidos 
servem como base para as proteínas que serão expressas futuramente em sistema de expressão 
recombinante como forma de continuação do trabalho para aplicação biotecnológica.  
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The Amazon represents the largest concentration and variety of snake species in the 
world. However, the scientific knowledge of the snake venoms compounds is very poor. 
Several active molecules present in snake venoms are targets of study, because of their 
physiopathologic and for new drugs potential. The Phospholipases A2 (PLA2s) enzyme 
superfamily, are involved in various pathophysiological processes in the poisoning. Thru, the 
PLAs have been speculated about its biotechnological potential. The present study aimed to 
analyze the Phospholipase A2 activities present in the snake venom of B. bilineta and the 
cloning and sequencing of PLAs natural inhibitor of the Bothrops atrox and Micrurus 
lemniscatus, all of these snakes, endemic in Amazonia forest.  
The Bothrops bilineata snake shall considered rare and little known scientifically. 
Thus, this snake possesses large interest in its envenomation comportment. The changes 
caused by the snake venom myotoxic were evaluated by the measuring of serum creatine 
kinase levels. The B. bilineata venom caused intense myonecrosis in mice. Additionally, 
showed high phospholipase activity. The B. bilineata PLA2s was purified by a single 
chromatographic step (C18 25mm X 4,6mm, 5 µm). Identified seven fractions with molecular 
mass similar to phospholipase A2 were obtained (14-18 kDa). The fraction BiliTx-7 showed 
strong catalytic activity on phospholipids (phosphatidylcholine and phosphatidic acid) and the 
presence of various isoforms by 2D-electrophoresis which showed possible differences in 
glycosylation. 
Studies of PLA2 inhibition and its pathophysiologic context are required. Thus, the 
species B. atrox and M. lemniscatus were used to identify the gene responsible for production 
of endogenous inhibitors of phospholipases A2 (PLIs). The genetic material obtained from 
hepatic tissue of each of the serpents were amplified, cloned and sequenced. PLIs genes were 
identified for both species (At.PLIγ and MI.PLIγ) and some biochemical parameters were 
elucidated. These data are very relevant for proteins production through genetic engineering 
hall possible way of PLAs inhibition in biotechnological applications. 
 
 
KEY-WORDS: Phospholipases A2; Bothrops bilineata, Bothrops atrox, Micrurus 
lemniscatus; myotoxicity, biochemical chracterization, toxins inhibitors, biotechnology. 
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1. FUNDAMENTAÇÃO TEÓRICA 
1.1 SERPENTES  
 
No mundo são descritas aproximadamente 3.378 espécies de serpentes. Um quinto 
delas é considerado produtoras de venenos e estão divididas entre quatro famílias: Viperidae, 
Atractaspididae, Elapidae e Colubridae (UETZ, 2012; BRASIL, 2012).  
No Brasil existe cerca de 380 espécies registradas e 55 são consideradas 
peçonhentas, agrupadas em quatro gêneros das famílias Elapidae (Micrurus) e Viperidae 
(Crotalus, Lachesis e Bothrops) (BÉRNILS; COSTA, 2012). 
A Amazônia representa o bioma de maior concentração e riqueza de serpentes, um 
território vasto de estudo ainda a ser explorado. Pois, ainda é relativamente comum nesta 
região o encontro de novas espécies (VITT, 1987; CALDWELL, 1996; VITT, 1996; VOGT; 
MOREIRA; DUARTE, 2001; SOUZA, 2002; AZEVEDO-RAMOS; GALATTI, 2002; 
CALDWELL; LIMA, 2003; AVILA – PIRES; HOOGMOED; VITT, 2007; SBH, 2012). 
Campbell e Lamar descreveram em 1989 a ocorrência de sete serpentes da família 
Viperidae no Estado do Amazonas: Bothrops bilineata, Bothrops taeniata, Bothrops atrox, 
Bothrops brazili, Crotalus durissus, Lachesis muta muta e Porthidium hyoprora 
(CAMPBELL; LAMAR, 2004). No Estado de Rondônia (Amazônia Sul ocidental), estão 
descritas 18 espécies peçonhentas, pertencentes às famílias Elapidae e Viperidae (Tabela 1). 
 
Tabela 1. Diversidade de espécies ofídicas do Estado de Rondônia*.  
*Atualmente, são descritas espécies de serpentes peçonhentas das famílias Elapidae e Viperidae no Estado de 








Bothrops bilineata bilineata Micrurus albicintus 
Bothrops bilineata smargadina                Micrurus hemprichii 
Bothrops taeniata Micrurus leminiscatus 
Bothrocophyas hyophora Micrurus mipartitus 
Bothrocophyas microphthalmus Micrurus cf. ornatissimus 
Bothropoides mattogrossensis Micrurus paraensis 
Bothrops atrox Micrurus spixii 
Bothrops brazili Micrurus surinamensis 
Crotalus durissus Micrurus sp.n.  
Lachesis muta  
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1.1.1  Bothrops bilineata  
 
A Bothrops bilineata (Figura 2), é uma espécie  de hábito arbóreo que anteriormente 
recebia nomenclatura Bothriopsis bilineata, ou Bothrops bilineatus (WIED, 1825; WÜSTER 
et al., 2002; CARRASCO et al., 2012). Popularmente é chamada de “jararaca verde” ou 
“cobra papagaio”(WALDEZ; VOGT, 2009). Duas subespécies dessa serpente foram 
identificadas: B. bilineata bilineata (WIED, 1825) e Bothrops bilienata smaragdina (HOGE, 
1966). Os exemplares capturados até hoje apresentam cor esverdeada e tamanho 
relativamente menores quando comparados com outras espécies de Bothrops 
(aproximadamente 120 centímetros quando em fase adulta) (BERNARDE et al., 2011). 
A distribuição da B. bilineata é conhecida nos países da Amazônia: Bolívia, Peru, 
Equador, Colômbia, Venezuela, Guiana, Suriname, Guiana Francesa e Brasil. No território 
brasileiro, foram identificados registros da B. bilineata em regiões de Mata Atlântica e 
Estados como Amazonas, Acre e Rondônia que compreendem a floresta amazônica (FEIO; 
CARAMASCHI, 2002; CAMPBELL; LAMAR, 2004; BERNARDE et al., 2011; FERRÃO; 
RODRIGUES-FILHO; SILVA, 2012).  
A B. bilineata apresenta registros cada vez mais raros, não só devido ao seu hábito 
arborícola que dificultam encontrá-la, mas principalmente a destruição dos seus recursos 
naturais e de seu habitat (CAMPBELL; LAMAR, 2004; WALDEZ; VOGT, 2009). Frente à 
ocupação humana nesse vasto bioma, problemas ambientais surgem mediante as atividades 
antrópicas, tornando a busca do conhecimento dessa biodiversidade de extrema importância, 
inclusive estudos que possam orientar decisões políticas e sociais para o desenvolvimento 
sustentável e a conservação (NEPSTAD et al., 2000; MEIRELLES-FILHO, 2004; 
FEARNSIDE, 2006; TABARELLI; GASCON, 2005). 
Um caso raro de envenenamento ofídico ocasionado pela B. bilineata, ocorrido em 
“Mata Grande” no Estado da Bahia, foi relatado por (SOUZA, 2007). Os principais sintomas 
relatados pelo paciente foram descritos como dor intensa e “edema quente” no local da 
mordida, que progrediram em algumas horas, e não tiveram boa recuperação com a utilização 
do antiveneno administrado. A sintomatologia demonstrou ser semelhante aos quadros da 
reação inflamatória tecidual ocasionada por acidentes botrópicos, no entanto, quanto ao 
edema, geralmente são descritos “edemas frios” em envenenamentos por Bothrops. No gênero 
Bothrops o tamanho do animal é um dos fatores principais para o prognóstico no acidente 
ofídico, ou seja, quanto maior o animal, uma quantidade maior de veneno é injetada e o dano 
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tecidual é proporcional a essa quantidade. O relato de caso, no entanto, cita que a toxicidade 
do veneno da B. bilineata é surpreendente quando o tamanho da serpente e a quantidade de 
veneno injetado são levados em consideração, e que o veneno de serpentes de tamanho 
semelhante, como a Bothrops leucurus, não demonstram tal intensidade toxicológica 
(RODRIGO; SOUZA, 2007). Outro relato de ofidismo que pode ser comparado aos de B. 
bilineata, foi registrado no Estado do Amazonas, onde a espécie Bothrops taeniata foi 
identificada (TORREZ et al., 2009; CARRASCO et al., 2011). Assim como a B. bilineata, 
essa espécie é considerada rara, possui tamanho e hábitos arbóreos semelhantes, assim como 
algumas atividades biológicas do veneno que já foram caracterizadas (PORTO et al., 2007). 
Torrez e colaboradores (2009) referiram que o paciente teve hemorragia mínima no local da 
mordida, os testes de coagulação apresentaram-se normais confirmando a sintomatologia 
clínica, e ressaltaram que não houve complicações quanto ao tratamento com o soro 
antibotrópico, demonstrando que é eficaz para o tratamento nesses casos, em contraste aos 
relatos com B. bilineata que reportam “envenenamento local grave” e “sangue incoagulável”, 
como mencionado por Theakston (RODRIGO; SOUZA, 2007).  
Os aspectos epidemiológicos dos acidentes ofídicos por B. bilineata não são 
representativos quando comparados a outras espécies de serpentes do mesmo gênero, 
responsáveis por 72,5% dos ofidismos registrados no país (WALDEZ; VOGT, 2009; 
BERNARDE; GOMES, 2012; BRASIL, 2013). Porém, as manifestações clínicas dos casos 
isolados desses acidentes ofídicos, despertam interesse ao potencial fármaco-químico que as 
substâncias dessas peçonhas apresentam (PORTO et al., 2007; RODRIGUES-SIMIONI et al., 
2011; CARREGARI et al., 2013) .  
As toxinas de serpentes do gênero Bothrops apresentam ação proteolítica, 
edematogênica, hemorrágica, miotóxica, necrosante e coagulante (RIBEIRO; JORGE, 1997; 
KANG et al.,2011). A proporção dessas toxinas nos venenos geralmente é similar entre as 
serpentes de uma mesma família, porém cada espécie pode apresentar particularidades na 
composição do veneno e consequentemente na atividade biológica dessas moléculas 
(CARREGARI, 2011).  
A caracterização do veneno da B. bilineata demonstrou que a peçonha desta espécie 
é capaz de induzir uma resposta inflamatória acentuada caracterizada pelo recrutamento de 
leucócitos e hemorragia, que se correlaciona com uma alta atividade proteolítica encontrada 
nesse veneno (PORTO et al., 2007). 
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Foi demonstrado também que o veneno da B. bilineata smargadina provoca bloqueio 
neuromuscular através de um mecanismo pré-sináptico que envolve as fosfolipases A₂ 
(RODRIGUES-SIMIONI et al., 2011).  
Recentemente uma fosfolipase A2 do veneno da B. bilineata foi isolada, a Bbil-TX. 
O estudo realizou análises estruturais e quanto às atividades pró-inflamatórias da molécula, 
evidenciando uma grande quantidade de resíduos básicos e hidrofóbicos que explicam a 
interação com fosfolipídios carregados negativamente na membrana celular. Demonstrou 
também que existe homologia entre os aminoácidos da Bbil-TX e de outras fosfolipases A2 
neurotóxicas e miotóxicas de serpentes dos gêneros Lachesis e Crotalus. A fosfolipase A2 
básica de B. bilineata, Bbil-TX, demonstrou ter atividade miotóxica intensa que foi 
determinada pela elevação dos níveis séricos de creatina cinase nos camundongos estudados e 
foram observados também o aumento da permeabilidade vascular e produção de diversos 
mediadores inflamatórios (CARREGARI et al., 2013).  
 
 
Figura 1. Serpente peçonhenta B. bilineata. A fotografia mostra o exemplar da espécie que foi utilizada no 




1.2 TOXINAS OFÍDICAS E SEUS INIBIDORES 
As peçonhas de serpentes são misturas complexas constituídas principalmente por 
proteínas e possuem grande variedade de atividades biológicas. As proteínas correspondem 
cerca de 90 a 95% do peso seco do veneno (MARKLAND, 1998; MATSUI et al., 2000; 
KANG et al., 2011). Várias moléculas presentes nos venenos foram isoladas e caracterizadas 
como sendo neurotoxinas, citotoxinas, lectinas, fatores de crescimento, desintegrinas, 
peptídeos funcionais e enzimas. Dentre estas se encontram fosfodiesterases, 
fosfomonoesterases, 5'- nucleotidases, NAD-nucleotidases, colinesterases, aminotransferases, 
L-aminoácido oxidases, catalases, ATPases, hialuronidases, inibidores enzimáticos, 
fosfolipases, proteases (metaloproteases e serinoproteases) e peptídeos biologicamente ativos  
(DHILON et al., 1987; SEILER et al., 1994; FELICORE et al., 2003; FULY et al., 2004; 
ZULIANI et al., 2005; FELICORE; OLÓRTEGUI; SANCHEZ, 2005; STÁBELI et al., 2006; 
SANTOS-FILHO et al., 2008; TEIXEIRA et al., 2011; CINTRA et al., 2012; CAMPOS et al., 
2012 SOUZA et al., 2012; BORDON et al., 2012; RUEDA et al., 2013; MARCUSSI et al., 
2013; MARCON et al., 2013; FOX 2013; COUTINHO-NETO et al., 2013).  
As toxinas ofídicas ocasionam perturbação fisiológica em suas presas ou em vítimas 
de acidentes. Os distúrbios estão relacionados principalmente à ação das moléculas que 
possuem afinidade a receptores ou canais iônicos e de enzimas com atividade catalítica, que 
promovem o desvio homeostático do sistema nervoso central e periférico, sistemas 
cardiovascular, neuromotor e coagulação sanguínea. Devido à alta especificidade de ação em 
moléculas alvo e variabilidade na composição química do veneno que reflete nas propriedades 
biológicas e na toxicidade, os componentes ativos das toxinas de serpentes são considerados 
ferramentas farmacológicas para o desenvolvimento de novas drogas (CALVETE, 2009; 
CASEWELL; HUTTLEY; WEISTER, 2012). Entre as toxinas estudadas, destacam-se as 
fosfolipases A2, pois alguns venenos, principalmente das serpentes da família Viperidae são 
fontes ricas dessas proteínas (KOH; KINNI, 2011; VONK et al., 2011).  
 
1.2.1 Fosfolipases A2 
 
As fosfolipases A2 (PLA2s) são uma superfamília de enzimas que catalisam 
especificamente a hidrólise da ligação 2-acil éster de glicerofosfolipídios das membranas 
celulares, originando lisofosfolipídeos e ácidos graxos, como o ácido araquidônico. Esses 
produtos metabólicos atuam principalmente como precursores de mediadores inflamatórios 
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(eicosanóides) todos importantes em vias intracelulares de sinalização, como transmissão 
neuronal, mitogênese, contração da musculatura lisa e ativação de plaquetas (LOMONTE; 
GUTIERREZ, 2011; DENNIS et al., 2011; MURAKAMI et al., 2011a;).  
As fosfolipases A2 são amplamente distribuídas na natureza, porém as mais estudadas 
são aquelas encontradas em tecidos pancreáticos de mamíferos, tecidos vegetais e nas 
peçonhas de insetos e répteis. Essas enzimas despertam interesse científico dado ao seu 
envolvimento em efeitos farmacológicos. A elevação ou diminuição da atividade de 
fosfolipases A2 pode implicar em efeitos patológicos, que vem sendo estudados atualmente 
(SRIBAR; KRIZAJ, 2011; MURAKAMI et al., 2011b).  
Os produtos da catálise direta de  PLA2s, lisofosfolipídeos e ácidos graxos livres, são 
importantes segundos mensageiros e mediadores de processos patológicos, como a síndrome 
aguda coronariana, que é a manifestação clínica da progressão da aterosclerose, uma doença 
de cronificação rápida neste estágio (KARABINA et al., 2010; ABBATE et al., 2012). Alguns 
fármacos antinflamatórios que inibem a ação das sPLA2 são utilizados em humanos como 
candidatos potenciais na aterosclerose reduzindo o risco cardiovascular. Ensaios de 
quantificação demonstram que a permanência de altas concentrações dessas enzimas na 
circulação sanguínea precedem um transtorno cardiovascular de fase aguda, e que elas 
permanecem algumas horas após o incidente (ROSENSON; HURT-CAMEJON, 2010).  
Recentemente tem-se descrito várias síndromes de significativa importância na saúde 
pública que relacionam direta ou indiretamente ação de fosfolipases. As sPLA2s 
possivelmente estão envolvidas em processos de metástase de células cancerígenas em casos 
de adenocarcinoma esofágico humano (SADARIA et al., 2011). Em casos de câncer de 
próstata as sPLA2s são altamente expressas e secretadas (OLEKSOWICZ et al., 2012). Essas 
enzimas são também encontradas em concentrações elevadas no fluido sinovial de pacientes 
com artrite reumatoide (COUTHARD et al., 2011). A atividade das sPLA2s têm sido 
investigada em quadros patológicos de câncer epitelial ovariano (CAI et al., 2012). Em 
manifestações neuropsiquiátricas, como a doença de Alzheimer, os pacientes parecem ter 
níveis diminuídos de fosfolipases A2 circulantes (GENTILE et al., 2012) .  
As PLAs podem ser agrupadas em famílias segundo sua atividade catalítica: as 
lisossomais, acetilhidrolases de fatores ativadores de plaquetas (PAF-AH), citosólicas 
(cPLA2), intracelulares (iPLA2) e secretadas (sPLA2). Devido a heterogeneidade destas 
moléculas, atualmente, são apresentadas em 15 grupos numerados de I a XV e alguns 
subgrupos, segundo suas respectivas características biológicas, estruturais, origem e 
7 
 
mecanismo catalítico, massa molecular e sequência primária (LOMONTE; GUTIERREZ, 
2011; DENNIS, 2011). 
As fosfolipases A2 secretadas para o meio extracelular apresentam peso molecular 
entre 14 a 18 kDa, contendo de 5 a 8 pontes dissulfeto. Possuem uma histidina em seu sítio 
ativo, e requerem a presença do íon Ca² ˖ para efetuar a catálise. (SCHALOSKE; DENNIS, 
2006; LAMBEAU; GELB, 2008; DENNIS et al., 2011 SRIBAR; KRIZAJ, 2011 LOMONTE; 
GUTIERREZ, 2011).  
Em venenos de serpentes as svPLA2s (snake venom  phospholipases A2) são 
encontradas em elapídeos e viperídeos, designadas como grupo I e II, respectivamente. O 
grupo II divide-se em dois subgrupos: (i) PLA2 Asp 49 que demonstram atividade catalítica 
moderada, e (ii) PLA2 símile Lys 49, que apresentam atividade baixa ou nula em substratos 
artificiais. Ao que parece, essa ausência de atividade enzimática demonstrada in vitro não 
afeta o efeito in vivo de toxicidade que as PLA2s Lys 49 exercem sobre os músculos 
(LOMONTE; GUTIÉRREZ, 2011; SRIBAR; KRIZAJ, 2011).  
Na fisiopatologia do envenenamento ofídico, as fosfolipases A2 são relacionadas à 
lesão tecidual e mionecrose por um efeito direto de PLA2s miotóxicas nas membranas 
plasmáticas das células musculares. Várias fosfolipases A2 de serpentes já são bem 
conhecidas e auxiliam na compreensão de vias metabólicas relacionadas ao envenenamento 
(SOARES; GIGLIO, 2003; SOARES et al., 2003; ZULIANI et al., 2005; STÁBELI et al., 
2006; SANTOS-FILHO et al., 2008; GASPAR et al., 2011; NUNES et al., 2011; MARCUSSI 
et al., 2013; SILVEIRA et al., 2013). A Figura 2 ilustra a classificação das fosfolipases A2 e o 































Figura 2. Classificação e mecanismo de ação da superfamília das fosfolipases A2 (PLA2s). As PLA2s são 
classificadas em cinco famílias principais de acordo com o meio onde apresentam atividade, como mostra o lado 
esquerdo da figura. As sPLA2 que são secretadas para o meio extracelular são dividas em quinze grupos (I a XV) 
e subgrupos. Os grupos I e II correspondem às moléculas presentes nos venenos de serpentes. As PLA2s do 
grupo I, característico das famílias de serpentes Colubridae e Elapidae, têm como ação principal o bloqueio pré-
sináptico da acetilcolina que ocasiona a inibição da transmissão neuromuscular. As PLA2s miotóxicas do grupo 
II, características da família Viperidae, são subdividas pelo caráter físico-químico: ácidas e básicas. As ácidas 
são pouco estudadas até o momento. Por outro lado, sabe-se que as básicas exibem uma característica marcante 
de presença ou ausência de atividade enzimática quando testadas em substratos in vitro. Dessa forma, são 
nomeadas de Asp 49 e Lys 49 pela posição do aminoácido que determina essa característica catalítica. As PLA2s 
secretadas catalisam a hidrólise de fosfoglicerídeo na membrana da célula que resulta na liberação de ácidos 
graxos livres e lisofosfolipídeos. Essas moléculas, como o ácido araquidônico, apresentam atividade celular 
como a modulação da função neural e podem também ser convertidas em outros mediadores inflamatórios 
quando catalisados pelas enzimas cicloxigenase (COX I e II) ou lipoxigenase (DENNIS et al., 2011). 
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1.2.2 Inibidores de fosfolipases A2  
 
As toxinas ofídicas podem ser inibidas por algumas moléculas de diversas naturezas, 
incluindo agentes químicos, sintéticos, e naturais de origem animal ou vegetal. Por exemplo, 
heparina de baixo peso molecular, brometo de p-bromofenacila, tetraciclina, anticorpos 
mono/policlonais, flavonoides e alcaloides extraídos de plantas, moléculas provindas de 
organismos marinhos, inibem as svPLAS2 (SAMY et al., 2012).  
Em serpentes também são conhecidas estruturas moleculares com atividade inibitória 
de toxinas como fosfolipases A2 e metaloproteinases e estão relacionadas com o mecanismo 
de prevenção de autoenvenenamento (BIARDI et al., 2011). Além das serpentes, outros 
animais foram estudados quanto à resistência natural contra peçonhas ofídicas: mamíferos, 
peixes e alguns invertebrados (MARCUSSI et al., 2007), fungos e bactérias (HAINS et.al, 
2000).  
Um estudo brasileiro de 2012 mostrou a interação e o potencial inibitório da antitoxina 
denominada DM4, isolada de marsupiais e a principal metaloproteinase hemorrágica isolada 
do veneno de Bothrops jararaca, jararhagin. Mesmo não se tratando de um inibidor 
específico para fosfolipase A2, o potencial dessas moléculas a serem estudadas é evidente 
(BRAND et al., 2012). Outro trabalho realizado no país, publicado em 2011 por Santos e 
colaboradores, demonstrou que o ácido rosmarínico, um componente ativo de extratos 
vegetais, reduz o bloqueio neuromuscular e os danos teciduais locais causados pela PrTX-I, 
uma fosfolipase A2 homóloga isolada do veneno da Bothrops pirajai (SANTOS et al., 2011). 
Princípios ativos extraídos de plantas, que eram usadas no tratamento de acidentes ofídicos 
são estudadas com a mesma finalidade (SOARES et al., 2005; HAGE-MELIM et al., 2009; 
SANTOS et al., 2011; SAMY et al., 2012) 
Inicialmente com a descoberta dos inibidores naturais de fosfolipases A2 (PLIs) no 
sangue de serpentes, acreditava-se que estes eram produzidos pelo animal somente como 
forma de proteção contra um possível extravasamento das glândulas veneníferas 
(OKUMURA et al., 1999; NISHIDA et al., 2010). No entanto, observou-se que algumas 
serpentes que não eram venenosas também secretavam esses inibidores (SAMY et al., 2012). 
Posteriormente, propuseram que essas moléculas eram específicas e seletivas para 
determinados tecidos, onde realizavam ligação de alta especificidade e regulavam a atividade 
local de PLA2s (NOBUHISA et al., 1997; LIZANO et al., 2003; DONNINI et al., 2011). 
Sabe-se que os PLIs são expressos preferencialmente no fígado (NOBUHISA et al., 1997; 
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OKUMURA et al., 1999), mas já foram detectados níveis baixos no pulmão, o que reforça a 
hipótese de  influência na regulação da atividade fisiológica local (OKUMURA et al., 2002). 
Os PLIs isolados do sangue de serpentes podem apresentar diferenças entre as 
espécies estudadas (OKUMURA et al.,1999). São glicoproteínas oligoméricas, globulares e 
ácidas, que apresentam massa molecular de 75 a 180 kDa. O mecanismo de ação dos 
inibidores com as PLA2s secretadas se dá por meio da formação de um complexo solúvel 
entre eles (LIZANO et al., 2000).  
São divididos em três classes, com base nas suas características estruturais e 
homologia de sequência com outras proteínas, que podem estar presentes em uma única 
serpente, sendo elas venenosas ou não (DONNINI et al., 2011). Essas classes foram 
denominadas de α, β e γ e isoladas em diversas espécies e famílias de serpentes, como mostra 
a Tabela 3 (LIZANO et al., 2000).  
Os αPLIs apresentam massa molecular de aproximadamente 20 a 25 kDa em três a 
seis subunidades ligadas não covalentemente, com 147 resíduos de aminoácidos 
(OKUMURA et al., 2002). Possivelmente existam isoformas dessas proteínas inibidoras 
assim como nas PLA2s, pois existem identificações de substituições de aminoácidos em 
regiões codificantes (OKUMURA et al., 1999). Têm como característica principal uma 
estrutura similar ao domínio de reconhecimento de carboidratos (CRD) das lectinas 
dependentes de Ca²⁺ (CTLD), presente em várias outras proteínas: apoproteína surfactante 
pulmonar, proteínas ligantes de manose em mamíferos e o receptor tipo M solúvel (NISHIDA 
et al., 2010). O mecanismo de ação dos αPLIs possivelmente está relacionado ao CRD, 
ligando-se a enzima e inibindo o efeito catalítico das fosfolipases A2 de peçonha de serpentes 
sobre a membrana celular. Acredita-se que os inibidores do tipo α, sejam específicos para 
fosfolipases A2 ácidas do grupo II, mas também são conhecidos alguns capazes de neutralizar 
os efeitos de miotóxicos de fosfolipases A2 básicas (LIZANO et al., 1997; 2000). 
Os βPLIs são homotrímeros proteicos de 160 kDa, com subunidade de 50kDa 
(OKUMURA et al., 2002). São estruturas versáteis, capazes de formar um complexo estável 
com as PLA2s, e possuem repetições ricas em leucina, que são domínios presentes em 
diversas famílias de proteínas capazes de estabelecer interações proteicas. Estes domínios 
participam ainda do desenvolvimento neuronal, imunidade inata, morfogênese cerebelar, 
reparo do DNA, adesão celular, transcrição e processamento do RNA e transdução de sinal 
(LIZANO et al., 2003; OKUMURA et al., 2002; DONNINI et al., 2011). Atualmente, é 
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descrito que os inibidores do tipo β inibem somente as PLA2s básicas do grupo II isoladas de 
peçonhas de serpentes (OKUMURA et al., 2002; SHIRAI et al., 2009). 
Os γPLIs possuem a maior capacidade de ação inibitória entre os três grupos. Inibem 
tanto as PLA₂s ácidas e básicas do grupo II, como as do grupo III em abelhas (OKUMURA et 
al., 2002). São glicoproteínas ácidas que apresentam peso molecular de 20 a 31 kDa. Foram 
subclassificadas em dois grupos levando-se em consideração a sequência de aminoácidos, 
características bioquímicas e o perfil de inibição: γPLI I e II. O primeiro tem composição 
heteromérica e duas subunidades (A e B), que apresentam identidade menor que 33% entre si 
e inibem as PLA2s dos grupos I, II e III. O segundo inibe o grupo II preferencialmente e 
contém uma subunidade apenas. As moléculas γPLIs possuem dois grupos de repetições 
intramoleculares com resíduos de cisteína. São estruturalmente similares ao domínio tridactilo 
encontrados também em receptores CD59, neurotoxinas, receptores de ativador de 
plasminogênio tipo urocinase (u-PAR) e uma proteína do osso de camundongos que participa 
de processos de formação e reabsorção de tecidos ósseos (FORTES-DIAS, 2002; FORTES-
DIAS et al.,  2003; LIZANO; DOMONT; PERALES, 2003; MARCUSSI et al., 2007). 
A busca moderna de novos fármacos pode se basear no estudo dos compostos por 
modelagem molecular, síntese química, moléculas de origem vegetal, microbiana e animal. O 
avanço biotecnológico e da bioinformática ocorrido na última década, possibilita a elucidação 
dessas estruturas, do mecanismo de ação e análises sobre a origem e evolução dessas 
moléculas. As toxinas ofídicas apresentam grande potencial terapêutico, porém esses 
componentes são geralmente inadequados para fármacos e usualmente necessitam de 
intervenções bioquímicas para que possam ser utilizados. Atualmente alguns trabalhos estão 
sendo realizados utilizando as informações gênicas contidas na glândula de veneno do animal 
e a partir da análise transcriptômica é possível o desenvolvimento dessas moléculas por 
técnicas de expressão gênica com modificações que diminuam suas propriedades tóxicas 
preservando mesmo assim o potencial biotecnológico (NEIVA, 2009; VALENTE, 2009; 
LEÃO, 2009; CARDOSO, 2010; ROLDAN; VICENTE, 2012; ZELANI, 2012; REN et al., 
2012; PRESKORN; HATT, 2013).  
Além dos venenos e de seus componentes isolados, os inibidores endógenos de toxinas 
ofídicas tem demonstrado que são modelos proteicos com aplicação em problemas 
biologicamente significantes (DONNINI et al., 2011; KARAKAS; KOENING, 2010). 
Algumas toxinas, tais como as fosfolipases A2, são semelhantes às que participam de 
processos fisiológicos em humanos, e muitas delas estão envolvidas em processos 
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patológicos. De forma que as moléculas inibidoras dessas proteínas tornam-se atrativas por 
terem a capacidade de intervir terapêuticamente nessas patologias (FAURE, 2000; DUNN; 
BROADY, 2001; FORTES-DIAS, 2002; LIZANO, 2003; MARCUSSI, 2007).  
As fosfolipases A2 são enzimas que estão envolvidas em vários mecanismos 
patológicos como transtornos vasculares agudos, pancreatite, aterosclerose, doença de 
Alzheimer, artrite reumatoide, alguns tipos de câncer e também no envenenamento ofídico 
(PAULA, 2009; KARABINA et al., 2010; ABBATE et al., 2012; ROSENSON; HURT-
CAMEJON, 2010; SADARIA et al., 2011; OLEKSOWICZ et al., 2012; COUTHARD et al., 
2011; CAI et al., 2012).  Sendo assim, é possível prever que os inibidores de fosfolipases A2 
podem ser utilizados como adjuvante da soroterapia de acidentes ofídicos, em terapias ou no 
diagnóstico de doenças envolvidas com as vias de catálise dessas enzimas (CUNHINGAN et 
al., 2004; SMART et al., 2004; KOH et al., 2006; COTRIM et al., 2011).  
A atribuição de atividade dos inibidores de fosfolipases A2 se deu pelo isolamento e 
caracterização bioquímica das moléculas do sangue do animal, mas sabe-se que essa 
metodologia é ecologicamente inaceitável para aplicações comerciais, mesmo porque as 
serpentes seriam uma fonte insuficiente desse material. A engenharia genética possibilita a 
modelagem das estruturas visando diminuir respostas imunogênicas que podem ocorrer na 
utilização terapêutica desses inibidores (LIZANO et al., 2000; HAINS et al., 2000; HAINS et 
al., 2001; OKUMURA et al., 2002; LIZANO, 2003; QUIRÓS et al., 2007; CALVETE et al., 
2007; SHIMADA et al., 2008).  
Nishida e colaboradores (2010) construíram heterotrímeros de inibidores do tipo α 
compostos por duas subunidades recombinantes provindas das serpentes Gloydius 
brevicaudus e Elaphe quadrivirgata, e demonstraram a importância da interação eletrostática 
intermolecular na capacidade inibitória que essas proteínas possuem. Ao que parece, a 
atividade de inibição do trímero é regulada por uma das subunidades que apresenta atividade 
mais elevada, e não pelo número de subunidades. A combinação dessas estruturas possibilita a 
construção de moléculas com maior espectro e especificidade de inibição.  
Os efeitos citotóxicos e antiproliferativos produzidos por γPLIs recombinantes 
provindos da serpente não venenosa Phyton sebae foram demonstrados recentemente em 
células tumorais de camundongos. O inibidor reduziu os tumores em até 60%, a sobrevivência 
dos animais do ensaio foi prolongada e a atividade demonstrou-se mais intensa nas células 




Tabela 2. Inibidores endógenos de fosfolipases A2 isolados de serpentes*.  
 
*Dados obtidos em Fortes – Dias (2002) e dos artigos originais conforme referenciados na tabela. 
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2. OBJETIVO GERAL 
Analisar o potencial biotecnológico relacionado à interação molecular e mecanismo 
de ação das fosfolipases A2 das serpentes endêmicas na região amazônica: B. bilineata, B. 
atrox e M. lemniscatus. 
 
2.1 OBJETIVOS ESPECÍFICOS 
2.1.1 Veneno da B. bilineata 
 
 Realizar ensaios de atividade fosfolipásica e miotoxicidade para a 
caracterização bioquímica e funcional.  
 Purificar e caracterizar fosfolipases A2 por cromatografia em HPLC, atividade 
fosfolipásica e eletroforese bidimensional.  
 
2.1.2 Bothrops atrox e Micrurus lemniscatus 
 
 Amplificar, clonar e sequenciar o material genético obtido do tecido hepático 
das serpentes utilizando oligonucleotídeos específicos que codificam o gene 
dos γPLI.
  
 Verificar a similaridade entre as sequências obtidas e aquelas disponíveis em 
banco de dados.  
 Identificar domínios conservados para caracterização do tipo de inibidor. 
















3. MATERIAL E MÉTODOS 
3.1 CARACTERIZAÇÃO DO VENENO DA Bothrops bilineata 
3.1.1 Peçonha  
O veneno bruto da serpente B. bilineata foi obtido no serpentário do Centro de 
Estudos de Biomoléculas Aplicadas à Saúde – CEBio da Fiocruz - RO, a partir de uma 
mistura de venenos de vários exemplares adultos. O criatório está certificado pelas seguintes 
licença:  27131-1 do IBAMA; CGEN – CNPq para acesso das amostras pelo processo 
n°010627/2011.  
Ainda, foram adquiridas do serpentário BioAgents (Batatais-SP) cerca de 4g de 
peçonha seca das espécies de serpentes: B. atrox, Bothrops brazili, Bothrops moojeni, 
Lachesis muta e Crotalus durissus terrificus. 
 
3.1.2 Camundongos  
Camundongos da linhagem Swiss, machos (18-20 g), fornecidos pelo Biotério da 
FIOCRUZ/RO, foram alojados em salas climatizadas e receberam água e ração ad libitum até 
serem utilizados no estudo. O estudo foi aprovado pelo Comitê de Ética no Uso de Pesquisa 
Animal do Instituto de Pesquisa de Patologias Tropicais (IPEPATRO / RO) número de 
protocolo nº 2012/1, os procedimentos foram realizados de acordo com as especificações 
contidas no projeto. A metodologia aplicada para atingir os objetivos propostos nesse estudo é 





Figura 3. Esquema de trabalho realizado no estudo para caracterização do veneno bruto da B. bilineata. A 
metodologia aplicada no trabalho utilizou os ensaios: atividade miotóxica pela dosagem de CK, atividade 
fosfolipásica em substratos fosfolipídicos fluorescentes e cromogênicos e cromatografia de fase reversa em 
coluna C18. O SDS-PAGE, a atividade fosfolipásica e a eletroforese bidimensional foram utilizados para a 
caracterização de frações isoladas do veneno.   
EXTRAÇÃO DE VENENO 
Miotoxicidade 
Atividade fosfolipásica 
Fracionamento de proteínas (HPLC)  
Eletroforese monodimensional 










3.1.3 Determinação quantitativa de proteínas 
 
A dosagem de proteínas de todos os venenos e das frações isoladas do veneno de B. 
bilineata foi realizada utilizando a metodologia de Bradford (1976). A reta padrão foi 
construída utilizando albumina de soro bovino (BSA) e analisada através do 
espectrofotômetro UV/vis em 595 nanômetros.  
 
3.1.4 Atividade miotóxica  
A atividade miotóxica foi avaliada de acordo com Stábeli e colaboradores (2006) e 
Souza e colaboradores (2012) mensurando os níveis de creatina cinase no plasma 
camundongos Swiss após injeção intramuscular no músculo gastrocnêmio. Foram utilizados 
50 µg do veneno bruto da B. bilineata diluído em 50 µL de salina tamponada em fosfato 
(PBS). Foram testados dois grupos de quatro camundongos, um deles era o controle que 
recebeu injeção contendo somente PBS. Três horas após as injeções, alíquotas do sangue dos 
camundongos foram coletadas pela veia caudal com heparina e centrifugadas por 20 minutos 
a 1.530 xg. 
A atividade da enzima creatina cinase (CK) foi determinada utilizando 4 µL de 
plasma dos camundongos incubados com 1,0 mL do tampão reativo do kit CK-NAC cinético 
(Labtest). As amostras foram incubadas por 3 minutos a 37ºC, e lidas em um comprimento de 
onda de 340 nm em um leitor de microplacas Thermomax (Molecular Devices). A variação da 
absorbância é diretamente proporcional à atividade enzimática. O resultado foi expresso em 
unidades por litro (U/L). Uma unidade consiste no resultado da fosforilação de um nanomol 
(nmol) de creatina por minuto. 
 
3.1.5 Atividade fosfolipásica 
A atividade enzimática foi avaliada por dois métodos distintos: sobre substratos 
fluorescentes fosfatidilcolina NBD-(PC) e ácido fosfatídico NBD-(PA), adquiridos da Avanti 
Polar Lipids Inc., e com o substrato artificial 4N3OBA (Biomol).  
Os ensaios utilizando fosfoliídios fluorescentes, foram realizados em colaboração com 
a equipe do  Prof. Dr. André L. Fully da Universidade Federal Fluminense.Os testes de 
hidrólise de fosfolípidos sintéticos fluorescentes foram realizados em um 
espectrofluorofotómetro (Shimadzu, RF-5301PC), com comprimentos de onda de excitação e 
emissão de 460 e 534 nanômetros, respectivamente. A atividade enzimática de diferentes 
concentrações do veneno de B. bilineata foi monitorada durante 5 minutos, a temperatura 
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ambiente, após a adição de cada substrato (3,3 mg / mL, concentração final) num meio de 
reação contendo 50 mM de Tris-HCl, 8 mM de CaCl₂, pH 7,5. 
A influência do pH foi avaliada incubando por 5 minutos o veneno e tampões de pH 
3,5 a 11. Em seguida, a atividade enzimática foi iniciada pela adição de NBD-PC. A 
influência de cátions foi investigada pela substituição do Ca²⁺ por outros íons divalentes 
(Ba²⁺, Cu²⁺, Mn²⁺ ou Mg²) em concentração final de 8mM. Quando indicado, o EDTA (8,3 
mM, concentração final), foi adicionado na reação.  
A segunda avaliação da atividade fosfolipásica baseou-se no protocolo de Holzer e 
Mackessy (1996), adaptado para placas de 96 poços. Uma mistura com o 10 µL do veneno 
bruto da B. bilineata tamponado (10 mM Tris-HCl, 10 mM CaCl2 e 100 mM de NaCl, pH 
8,0) e 190 µL do substrato artificial 4N3OBA  foram incubadas 5 minutos a 37°C e a 
absorbância foi avaliada em 425 nm no aparelho Espectrofotômetro de Microplacas Eon 
(Biotek). A atividade enzimática foi calculada pelo aumento da absorbância.  
 
3.1.6 Fracionamento do veneno bruto  
O veneno da B. bilineata (10 mg) foi ressuspenso em tampão TFA 0,1% (180 µL) e 
submetidos à cromatografia líquida de alta performance (HPLC) utilizando a coluna 
Discovery  C18, 25mm X 4,6mm, 5 µm (Supelco) previamente equilibrada com TFA 0,1% 
(Solução A). A eluição foi realizada em gradiente linear de 0 a 100% de acetonitrila 99,9% 
acrescido de TFA 0,1% (Solvente B). As frações foram eluídas a um fluxo constante de 1 
mL/minuto. A corrida cromatográfica foi realizada em equipamento de Cromatografia 
Líquida de Alta Eficiência (Akta Purifier 10®, Amersham). As eluição das frações foram 
monitoradas em 215 e 280 nm. 
 
3.1.7 Eletroforese monodimensional (SDS-PAGE) 
As amostras foram previamente aquecidas em banho maria a 100º C durante 5 
minutos. As condições eletroforéticas como pH, força iônica e tampão foram as mesmas 
definidas por Laemmli (1970). A solução de tampão de corrida para o preenchimento do 
reservatório da cuba é composta por tris-base a 0,06 mM, glicina a 0,5 mM e SDS a 0,15% 
(m/v). A corrida eletroforética foi estabelecida em 10 mA, com a potência de  5W durante 1 
hora e meia. Foram utilizados o padrão de peso molecular (Sigma) e a BthTX-I (ANDRIÃO-
ESCARSO et al. 2000), uma PLA₂ Lys 49 isolada, para avaliação do peso molecular dos 
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fragmentos obtidos e identificação das PLA₂s. O gel da separação eletroforética realizada em 
15 mA, foi corado com Comassie blue ou nitrato de prata. 
3.1.8 Atividade fosfolipásica de fração isolada 
A atividade fosfolipásica da fração obtida pela cromatografia e analisada em SDS-
PAGE monodimensional, foi realizada baseando-se no protocolo de Holzer e Mackessy 
(1996). Uma mistura entre 10 µL da amostra diluída em água destilada e 190 µL do substrato 
artificial 4N3OBA (Biomol) foram incubadas 30 minutos a 37°C e a absorbância foi avaliada 
em 425 nm no aparelho Espectrofotômetro de Microplacas Eon (Biotek). A cinética 
enzimática foi avaliada pelo aumento da absorbância.  
 
             3.1.9 Eletroforese bidimensional  
A primeira dimensão foi realizada na fita de 13 cm com valores de pH entre 3 a 10 
de forma não linear  onde os anfólitos estão imobilizados. Após a separação das proteínas de 
acordo com o ponto isoelétrico (pI), a fita foi incubada com agente redutor e iodoacetamida 
para evita a reoxidação dos grupos tióis. Com isso as proteínas que estão presentes na fita são 
separadas de acordo com peso molecular no SDS-PAGE. 
Após o período de reidratação as fitas foram levadas ao focalizador configurado com 
as seguintes etapas: (1) 500 V até 500Vh, (2) 1000 V até 800 Vh, (3) 8000 V até 11300 Vh e 
(4) 8000 V até 3000 Vh. Ao término da focalização as fitas foram equilibradas em duas 
etapas: 10 mL da solução contendo 6 mM de uréia, 2% (m/v) de SDS, 30% (v/v) de glicerol, 
50 mM de tris –HCl a 1,5 mM (pH=8,8), 0,002% de azul de bromofenol e 1% (m/v) de DTT 
para cada fita. Na segunda etapa utilizou-se a mesma solução, porém, o DTT foi substituído 
por 2,5 % de iodoacetamida. Sendo que cada etapa executada em 15 minutos. A separação das 
proteínas de acordo com a massa molar foi realizada aplicando-se 25 mA  e 100W. 
As proteínas presentes nas amostras foram previamente solubilizadas em uma 
solução detergente (triton X-100 2% (v/v) e SDS 1% (m/v). O solubilizado foi misturado na 
razão de 1:1 com tampão de corrida (SDS 4%, azul de bromofenol 0.2%, glicerol 20% e tris 
100mM pH 6.8). A mistura foi aquecida em banho-maria a 75°C por 15 minutos para serem 
separadas por SDS-PAGE. Para isso, utilizou-se 20 µL de extrato proteico, em gel 
descontínuo com dimensões de 10,1 x 7,3 x 1,0 mm.  
A separação eletroforética foi realizada a temperatura ambiente e para comparação, a 
cada corrida eletroforética foram colocados em uma canaleta do gel, 5 µL de  marcadores, o 
padrão de peso molecular da Sigma. Ao término da separação das proteínas, o gel foi lavado 
com água deionizada durante 5 minutos para a remoção do excesso de SDS.  
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Em seguida, o mesmo foi corado durante 2 horas, sob leve agitação, usando solução 
de azul de comassie G-250 a 1% (m/v) preparado com 45% (v/v) de metanol, 45% (v/v) de 
água deionizada e 10% (v/v) de ácido acético glacial. O gel foi descorado com uma solução, 
composta por água deionizada, etanol e ácido acético glacial na mesma proporção citada 
acima. Depois das etapas de coloração e descoloração, as imagens dos géis foram capturadas 
por meio de Image Scanner (Amershan Bioscience).  
 
3.1.10  Análise estatística 
 Os resultados que utilizaram análise estatística foram expressos por +/- desvio 
padrão. A significância das diferenças observadas foi determinada pelo teste t-student, com 
valor p < 0,05 considerado como significante. 
 
3.2 IDENTIFICAÇÃO DO GENE DE γPLI 
 
3.2.1 Tecido hepático das serpentes 
O tecido hepático de um espécime adulto de B. atrox e uma de M. lemniscatus foram 
coletados imediatamente após a morte do animal por causas naturais (Figura 4). O trabalho 
teve licença para acesso de amostra de componente do patrimônio genético n°010627/2011 do 
CNPq e do IBAMA 27131-1. As serpentes foram doadas pela equipe de resgate de fauna da 
Usina Hidroelétrica de Santo Antônio. O tecido foi armazenado em nitrogênio líquido durante 









Figura 4. Serpentes amazônicas utilizadas no trabalho de identificação de γPLI. Do lado esquerdo observa-
se o exemplar da espécie de M. lemniscatus e ao lado a de B. atrox (Fotografias de Cleópatra Caldeira e Kayena 




Micrurus lemniscatus Bothrops atrox 
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3.2.2 Extração de RNA total 
O RNA do tecido hepático das serpentes foi isolado pelo método do “Trizol Plus 
RNA Purification Kit” (Life Tecnologies), de acordo com as instruções do fabricante. Foram 
utilizados 200 mg do fígado congelado em nitrogênio líquido macerado com adição da 
solução RNAlater (Life Tecnologies) para preservação do material genético. A amostra eluída 
foi armazenada em freezer -80°C.  
 
3.2.3 Síntese de cDNA 
Utilizou-se a metodologia padrão do Super Script III First-strand Synthesis System 
for RT-PCR (Life technologies). Para hibridizar a cauda 3´ poly(A) foi utilizado o primer 
Oligo(dT) do kit. O produto foi armazenado em freezer -20°C. 
 
3.2.4 Desenho e síntese dos oligonucleotídeos 
Para identificação do gene responsável pela expressão de inibidor de fosfolipases A2 
em B. atrox e M. lemniscatus, foram sintetizados oligonucleotídeos com base nas sequências 
de nucleotídeos de outros trabalhos realizados anteriormente depositadas no GenBank, 
correspondentes à inibidores do tipo γ (AB462512, AF211168, AF211166, AF211165, 
AF211163, AJ249829, AB021425, AB559509, EU155177, EU155169 e AB003472). A 
Tabela 3 mostra as sequências utilizadas e suas identificações.  
 
Tabela 3.  Oligonucleotídeos para amplificação de PLIs de serpentes amazônicas.  
 
IDENTIFICAÇÃO SEQUÊNCIA 
PLI (ATG) A - SENSE 5’-ATGAAATCYCTACACACCATCTGCC-3’ 
PLI (ATG) B - SENSE 5’ATGAAATCYCTACAGATCATCTGTCTTC-3’ 
PLI (STOP) A - ANTISENSE 5’-ATCAGAGGCTTGCCAATCTGATG-3’ 
PLI (STOP) B - ANTISENSE 5’-TTATTGTTTTTCAACTTGGATGGC-3’ 
PLI (STOP) C - ANTISENSE 5’-GGTGACGGAATTATTCRGAAGGTG-3’ 
 
*As sequências SENSE e ANTISENSE foram identificadas por ATG e STOP como referência à região de 
ligação no genoma do estudo. 
 
3.2.5 Reação em cadeia da polimerase (PCR) 
A segunda fita do cDNA foi sintetizada utilizando 5µL da reação descrita 
anteriormente combinado com 0,2 µL da enzima HotMaster™ Taq DNA Polymerase 
(5Prime) com o cDNA e um “pool” dos oligonucleotídeos na concentração final de 0,2 µM 
sob as seguintes condições: 95°C por 3 minutos e 30 ciclos de 95°C por 30 segundos, 55°C 
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por 30 segundos e 70°C por um minuto. O resultado da amplificação do fragmento de DNA 
obtido foi analisado em gel de agarose a 1% onde as bandas puderam ser visualizadas. Foram 
utilizados 1 µL de GelRed™ (Biotium) para identificação através de fluorescência em 5 µL de 
amostra. Os marcadores utilizados foram Low Mass DNA Ladder (Life Technologies) e 
100bp DNA ladder (Biolabs). As amostras positivas na eletroforese foram cortadas do gel de 
agarose para purificação. O material genético proveniente foi purificado utilizando o Illustra 
GFx PCR DNA and Gel Band Purification Kit (GE Healthcare) de acordo com o protocolo 
descrito pelo fabricante. O produto foi eluído em água destilada sob centrifugação de 16.000 
xg por 2 minutos. As amostras foram armazenadas em -20°C. 
 
3.2.6 Clonagem dos fragmentos 
O produto do PCR foi ligado no vetor de clonagem pGEM®-T Easy Vector Systems 
(Promega) utilizando as concentrações do protocolo padrão do fabricante. Após o tempo de 
incubação de 12 h a 4°C. Realizou-se a eletroporação de 1 µL reação de ligação após ter 
adicionado a mesma em 40 µL da célula TG1 Electrocompetent Cells (Lucigen), no gelo. O 
material foi transferido para a cubeta de eletroporação de 0,1cm (Eletroporation Cuvete, 
SIGMA) e levada ao eletroporador. Em seguida, foram adicionados 960 µL de meio de 
cultura SOC e incubados por 2 horas a 37°C com agitação. Após a incubação, a amostra foi 
centrifugada por 5 minutos a 13.000 xg, o sobrenadante foi descartado e o precipitado foi 
solubilizado em meio de cultura 2xYT (Bacto-tryptona 16 g, extrato de levedura 10 g, NaCl5 
g pH 7,4, q.s.p 1000 mL de H2O). As amostras foram plaqueadas em meio 2xYT ágar 
dispostos em placas de petri com o antibiótico ampicilina e X-Gal (5-bromo-4-chloro-3-
indolyl-β-d-galactopyranoside) (Promega), e incubadas em 37°C durante 12 horas.  
As colônias que não apresentavam coloração azul foram coletadas aleatoriamente 
após a incubação e submetidas ao PCR de colônia utilizando 2 µL dos primers T7 e SP6 na 
concentração de 10 ng/µL (oligonucleotídeos universais que se ligam ao pGEM®-T Easy 
Vector Systems ) e 0,2 µL da enzima HotMaster™ Taq DNA Polymerase. O ensaio foi 
realizado sob as seguintes condições: 95°C por 3 minutos e 30 ciclos de 95°C por 30 
segundos, 50°C por 30 segundos e 72°C por um minuto e extensão final de 72°C por 4 
minutos. A análise de qualidade e quantificação aproximada dos produtos obtidos em todas as 
etapas foi analisada em gel de agarose 1%, e o produto foi purificado, conforme descrito 




3.2.7 Extração plasmidial 
As colônias bacterianas selecionadas, conforme o resultado do PCR de colônia foram 
cultivadas em 5 mL de meio de cultura 2xYT, a 37°C por 12 horas. O material foi centrifugad 
por 5 minutos a 13.000 xg e o precipitado foi solubilizado pelos tampões do QIAprep Spin 
Miniprep Kit (Quiagen). A extração plasmidial do foi realizada de acordo com o protocolo 
fornecido pelo fabricante, com modificação na eluição, onde foram utilizados 50 µL de água 
destilada. As amostras foram quantificadas utilizando o aparelho espectrofotômetro da marca 
NANODROP2000 com OD de 260-280 nm O material foi quantificado e armazenado em -
20°C até ser sequenciado. 
 
3.2.8 Sequenciamento de DNA 
 O sequenciamento foi realizado em um sequenciador automático de ABI Prism® 
377 (PE Biosynthesis, USA), baseados no protocolo por Sanger e colaboradores (1977). O 
sequenciamento foi realizado pela empresa Genomic – Engenharia Molecular de São Paulo, 
SP.  
3.2.9 Análise das sequências 
A qualidade de cada eletroferograma foi avaliada com a utilização do programa 
MEGA5, e a pesquisa de similaridade com outras sequências correspondentes a inibidores de 
outras espécies de serpentes utilizou o BLASTn de acordo com Altschul (1997) para 
comparação com banco de dados do Genbank. O programa ORF Finder foi utilizado para 
tradução da sequência de nucleotídeos em aminoácidos. O alinhamento múltiplo das 
sequências nucleotídicas e aminoácidos foram realizados com o programa Clustal W PBIL. A 
busca de similaridade de domínios foi realizada utilizando o programa BLASTp utilizando 











1. RESULTADOS E DISCUSSÃO 
1.1 Bothrops bilineata  
A determinação quantitativa das proteínas do veneno bruto da B. bilineata quando 
comparada com os venenos de Bothrops atrox, Bothrops brazili, Bothrops moojeni, Lachesis 
muta e Crotalus durissus terrificus, mostrou uma quantidade maior de proteínas por 
miligrama de veneno seco conforme mostrado na Tabela 4. 
 
Tabela 4. Quantificação das proteínas do veneno bruto das serpentes utilizadas no estudo.  
 
ESPÉCIES DE SERPENTES PROTEÍNAS DO VENENO (mg/mL) 
Bothrops bilineata 0,86 
Bothrops atrox 0,56 
Bothrops brazili 0,65 
Bothrops moojeni 0,72 
Lachesis muta 0,67 
Crotalus d. terrificus 0,50 
* Os resultados apresentados são representativos sem análises estatísticas por limitação do veneno de B. 
bilineata. 
As alterações miotóxicas relacionadas ao veneno da B. bilineata foram estudadas 
pela determinação dos níveis séricos da creatina cinase (CK), uma enzima que é extravasada 
para a corrente sanguínea quando ocorre lesão muscular. Para avaliar os danos locais 
causados, uma dose inferior a letal foi utilizada e os níveis enzimáticos foram mensurados 
após três horas de inoculação baseando-se no trabalho de Souza e colaboradores (2012), que 
demonstraram a elevação dos níveis dessas enzimas induzidos por B. atrox após esse intervalo 
de tempo. A concentração de creatina cinase foi significativa (3000 U/L) nos camundongos 
previamente injetados com veneno de B. bilineata (Figura 5), mostrando que os dados 
fisiopatológicos são semelhantes ao apresentado para B. atrox (Gutierrez e Ownby, 2003). 
As toxinas ofídicas possuem a capacidade de lesar células musculares de uma forma 
bastante característica, causando mionecrose. A injúria tecidual causada por venenos 
botrópicos parece relacionar-se a atividade de toxinas como fosfolipases A2 e metaloproteases 
que induzem a resposta inflamatória. A catálise dos fosfolipídios da membrana celular pelas 
fosfolipases A2 do veneno libera precursores de eicosanoides, que são mediadores e 
moduladores associados ao controle de muitos processos fisiológicos, principalmente 
relacionados à inflamação. As metaloproteases, ou hemorraginas destroem células 
musculares, vasos e tecido conjuntivo ocasionando mionecrose como um efeito secundário 
relacionado à intensa atividade proteolítica que possuem (para melhor compreensão dos 
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mecanismos citados neste parágrafo ver FULY et al., 2000; FULY et al., 2003; ZULIANI et 
al., 2005; STÁBELI et al., 2006; SANTOS-FILHO et al., 2011; NUNES et al., 2011). 
O mecanismo pelo qual o veneno da B. bilineata ocasionou a miotoxicidade nos 
camundongos neste estudo não foi bem estabelecido, pois no veneno bruto muitas toxinas 
atuam em sinergismo (KANG et al., 2011). No entanto, é possível que o efeito observado 
tenha sido desencadeado por fosfolipases A2. Rodrigues-Simioni e colaboradores (2011) 
avaliaram os efeitos neurotóxicos e miotóxicos relacionados à atividade fosfolipásica 
ocasionados pelo veneno da B. bilineata smargadina, onde foi demonstrado um aumento 
significativo dos níveis de creatina cinase em pintainhos após injeções com o veneno, o que 
corrobora os resultados obtidos nesse estudo.  
 
 
Figura 5.  Avaliação in vivo do efeito miotóxico do veneno de B. bilineata em camundongos. Aumento da 
creatina cinase (CK) plásmática após injeção de 50µg do VB de B. bilineata. Os camundongos previamente 
injetados com o veneno apresentaram níveis da enzimas em concentração três vezes maior do que os do grupo 
controle, inoculados com salina tamponada em fosfato (PBS). Os dados são expressos como média ± EPM de 
experiências individuais (n = 3), segundo método descrito no item 3.1.4 . * Nível de significância (p <0,05). 
 
A atividade enzimática de fosfolipases A2 no veneno da B. bilineata foi investigada 
in vitro sobre substratos fosfolipídicos cromogênicos e fluorescentes. O veneno foi colocado 
em contato com um substrato que possui uma estrutura molecular homóloga a um 
fosfolipídio, que ao ser clivado libera um cromóforo, o qual é lido em intervalos sequenciais 
por espectrofotometria (HOLZER; MACKESSY, 1996). O resultado obtido mostra que as 




Os fosfolípidos fluorescentes NBD-PC e NBD-PA (fosfatidilcolina e ácido fosfatídico, 
respectivamente), foram hidrolisados pelo VB de B. bilineata de forma concentração-
dependente (Figura 7 A e B). A resposta máxima que o veneno foi capaz de produzir foi 
estimada e a concentração necessária para produzir 50% dessa resposta (concentração eficaz 
50%) foi utilizada como parâmetro para os testes seguintes. Os valores eficazes obtidos foram 
0,35 µg/mL para fosfatidilcolina e 7,5 µg/mL para ácido fosfatídico. A hidrólise em 
fosfatidilcolina foi vinte vezes maior do que para o ácido fosfatídico. Como mencionado 
anteriormente, a B. bilineata é uma serpente rara e a quantidade de veneno produzido é 
pequena, o que limitou uma análise detalhada do mecanismo de ação envolvido, inclusive 
para outras atividades enzimáticas do veneno (dados não mostrados). Mesmo assim, decidiu-
se realizar estratégia de purificação das PLA2s deste veneno.  
As membranas celulares são formadas principalmente por fosfolipídios, que na 
maioria das células animais são fosfoglicerídeos. O ácido fosfatídico é o fosfoglicerídeo mais 
simples e atua como intermediário na síntese de glicerofosfolipídios. Seu grupo fosfato 
esterificado com a colina, dá origem ao fosfoglicerídeo fosfatidilcolina. Tanto o ácido 
fosfatídico quanto a fosfatidilcolina podem sofrer ação direta das fosfolipases A2 liberando o 
ácido araquidônico (BILLAH et al., 1980). Esses dados sugerem que as fosfolipases A2 do 
veneno da B. bilineata são capazes de hidrolisar diferentes tipos de fosfolipídios, mas que a 
fosfatidilcolina é o substrato preferencial assim como nos trabalhos de Rodrigues e 
colaboradores (2007) e Silveira (2011).  
Para a medida de atividade ótima enzimática aparente, o veneno bruto foi incubado 
em tampões que continham variação de pH de 3,5 a 11. A hidrólise de NBD-PC ou NBD-PA 
induzida pelo veneno da B. bilineata ocorreu no mesmo intervalo de valores de pH: 7,0 a 11. 
Em ambos os substratos, nos valores de pH 3,5 e 4,5, não foi detectado atividade (Figura 8). 
Aparentemente as PLA2s do veneno de B. bilineata possuem um pH ótimo, na faixa entre 7,0 
a 11. Possivelmente, com a diminuição do pH da solução, foram fornecidos prótons que 
ocuparam os sítios catalíticos importantes para o funcionamento proteico, inibindo o seu 
funcionamento.  
A hidrólise do NBD-PC pelo veneno B. bilineata ocorreu apenas na presença do íon 
bivalente Ca2+. Não foi observado hidrólise na presença de outros metais bivalentes Ba2+, 
Cu2+, Mn2+ ou Mg2+. Curiosamente, quando o Ca2+ foi misturado na reação em conjunto com 
os outros metais, não houve hidrólise do NBD-PC pelo veneno da B. bilineata (Figura 9), 
assim como em Santos-Filho e colaboradores (2008). Assim, de alguma forma os outros 
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metais inibiram a hidrólise de NBD-PC pelo veneno da B. bilineata. Mesmo que o Ca2+ não 
seja o íon de maior afinidade para o sitio catalítico, este é o que mostrou melhor atividade 
enzimática, sugerindo que o mecanismo de ação desta enzima seja semelhante aos clássicos já 
mostrados na literatura para o estudo de PLA2s de veneno ofídico. Está bem esclarecido que 
as fosfolipases A2 Asp 49 demonstram atividade catalítica elevada ao contrário das 
fosfolipases A2 que possuem uma lisina na mesma posição (Lys 49). Essa alteração estrutural 
dificulta a ligação do cálcio que é um co-fator essencial para a estabilização da molécula 
durante a catálise e ocasiona a inatividade enzimática (LOMONTE; GUTIERREZ, 2011; 
DENNIS, 2011). Como visto, o cálcio é o principal cofator das enzimas cataliticamente ativas 
do veneno da B. bilineata. No entanto a ausência de atividade catalítica pode ocorrer não só 
em função da estrutura da molécula, mas também pela presença de outros fatores no meio, 
















Figura 6. Atividade fosfolipásica do veneno sobre substrato cromogênico. Foram submetidos 20 µg de 
veneno bruto e a atividade foi expressa por gráfico. A atividade de fosfolipases sobre o substrato libera 
cromóforos que são lidos sequencialmente em comprimento de onda de 425 nm (eixo y) durante 5 minutos (eixo 
x), formando a linha do gráfico (pontos em vermelho).  
 
 
Figura 7. Atividade hidrolítica do veneno sobre substratos fosfolípidicos fluorescentes. Hidrólise de NBD-
PC (Figura A) ou NBD-PA (Figura B) por VB de B. bilineata (0,6-27 µg/mL). Cem por cento da atividade foi 
conseguida depois de 250 segundos de reação à temperatura ambiente. O eixo x mostra as concentrações de 
veneno utilizadas na reação e o eixo y o percentual de atividade enzimática observada por leituras 




Figura 8. Análise da  influência do pH sobre a atividade fosfolipásica do veneno. O veneno (1,6 µg/mL) foi 
incubado com tampões de diferentes valores de pH (3,5, 4,5, 5,0, 5,5, 6,8, 7,5, 8,5 e 11), durante 5 minutos à 
temperatura ambiente, e então a reação foi iniciada pela adição de NBD -PC (Figura A) ou NBD-PA (Figura B). 
Obteve-se 100% de atividade, após 50 segundos de reação. Os dados estão expressos como médias ± EPM de 





Figure 9. Avaliação do efeito de metais divalentes na hidrólise de substrato fosfolipídico. A hidrólise do 
NBD-PC pelo veneno da B. bilineata (1.6 µg/mL) na presença de Ca2+ (coluna 1), Ba2+ (coluna 2), Cu2+ (coluna 
3), Mn2+ (coluna 4) ou Mg2+ (coluna 5). O Ca2+ foi misturado com Ba2+ (coluna 6), Cu2+ (coluna 7), Mn2+ 
(coluna 8), Mg2+ (coluna 9) e a hidrólise do NBP-PC foi monitorada, como descrito na metodologia. Os dados 




Após os dados obtidos e, para uma melhor caracterização enzimática para a busca de 
possíveis inibidores naturais como proposto neste trabalho, optou-se pelo fracionamento 
seguido para a purificação de PLA2s desse veneno. Assim, a peçonha foi fracionada utilizando 
uma única etapa cromatográfica de fase-reversa em coluna C18 (Figura 10). Foram obtidas 
como resultado 28 frações que foram analisadas em SDS-PAGE para visualização de bandas 
correspondentes às proteínas do veneno de B. bilineata e compativeis com as fosfolipases A2 
(Figura 10)
. 
No gel foram visualizadas sete bandas com pesos moleculares de 
aproximadamente 17kDa, nomeadas BiliTX 1-7 (Figura 11). A massa molecular observada 
em BiliTX 1-7 são correspondentes com o das fosfolipases A2 Bbil-TX de B. bilineata, 
BmooTX-I e BmooPLA2 isoladas do veneno B. moojeni, Bl-PLA2 de B. leucurus e também à 
BthTX-1 purificada previamente do veneno de B. jararacussu por Andrião-Escarso e 
colaboradores (2000) que foi incluída nesse estudo para comparação do peso molecular 
(SANTOS FILHO et al., 2008; NUNES et al., 2011; SILVEIRA et al., 2013) 
 Na cromatografia de fase-reversa a proteína se liga a uma molécula hidrofóbica na 
fase estacionária, e é separada dos demais componentes com base em sua hidrofobicidade. 
Usualmente a purificação de fosfolipases A2 em venenos de serpentes se dá pela combinação 
de métodos cromatográficos tais como: gel de filtração, RP-HPLC, troca-iônica, exclusão 
molecular, interação hidrofóbica e a utilização de colunas contendo ligantes específicos 
(ANDRIÃO-ESCARSO et al., 2002; RODRIGUES et al., 2007; COSTA et al., 2008; 
SANTOS-FILHO, 2008; CARREGARI et al., 2013).  Para o fracionamento do veneno da B. 
bilineata no presente estudo, optou-se pela realização de uma etapa única de purificação, em 
função da pequena quantidade de veneno que havia disponível e pela raridade do material, 
uma vez que os mecanismos de purificação de PLA2s são consagrados na literatura.  
 A BiliTX -7 foi selecionada para ensaios de atividade catalítica sobre o substrato 
cromogênico 4N3NOBA. As proteínas da amostra foram quantificadas em 0,721 mg/mL e a 
intensa atividade fosfolipásica foi demonstrada durante 30 minutos utilizando 35 µg/mL de 
BiliTX -7 (Figura 12). O estudo publicado por Carregari e colaboradores (2013) demonstrou 
que a fosfolipase A2 básica BBil-TX, isolada do veneno de uma B. bilineata da Argentina, 
apresenta atividade fosfolipásica mais elevada em relação a outros venenos. Esse estudo 
também mostra dados sobre estabilidade da BBil-TX quanto ao pH (7 a 8,5) e a indução de 
miotoxicidade local que reforçam os resultados obtidos com o veneno neste estudo.  
A pureza da BiliTX-7 foi testada por eletroforese bidimensional. Ao contrário do gel 
monodimensional, nesse ensaio várias bandas foram identificadas. Todas as bandas 
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apresentaram massa molecular de aproximadamente 17 kDa, e pontos isoelétricos distintos,  
indicando a presença de diferentes isoformas de fosfolipases A2 em BiliTX – 7 (Figura 13), 
que possivelmente dever ser ocasionada por diferenças de N-glicosilação. A eletroforese 
bidimensional em gel de poliacrilamida é uma técnica eficiente de separação simultânea de 
proteínas, por meio de dois processos consecutivos baseados em propriedades diferentes das 
proteínas. Na primeira fase, a focalização isoelétrica, as proteínas são separadas no gel 
formando um gradiente de pH, onde migram até possuírem equilíbrio de suas cargas elétricas. 
Na segunda fase, essas proteínas são submetidas a uma nova eletroforese, onde são separadas 
pelo sua massa molecular (SLAIS et al., 2013; QUIAO et al., 2013). É bem conhecido pela 
literatura que as fosfolipases A2 de venenos de serpentes possuem inúmeras isoformas, muitas 
delas foram bem pouco estudadas até o momento. A presença de várias bandas no gel 
confirma a diversidade dessas toxinas, tal como é descrito em Lomonte e Gutierrez (2011), 
Murakami e colaboradores (2011a), Sribar e Krizaj (2011) e Dennis (2011). O estudo prevê a 
realização de outros ensaios para a separação das isoformas em BiliTX-7 e caracterização 
bioquímica, funcional e estrutural daquelas que não foram testadas (BiliTX 1- 6). O processo 
de purificação pode ser considerado efetivo para esta classe de proteínas. Desta forma, as 
enzimas purificadas foram estocadas para estudos posteriores de inibição por inibidores de 







Figura 10.  Cromatografia de fase-reversa do veneno da B. bilineata. Os picos mostrados em azul são as 
frações proteicas lidas em absorbância de 280nm e em vermelho 215nm. A linha verde demonstra os níveis dos 
tampões A e B utilizados. A corrida teve duração de 200 minutos. São numeradas as frações correspondentes a 




Figura 11.  Eletroforese monodimensional das frações BiliTX 1-7. Todos os picos obtidos no fracionamento 
foram submetidos ao SDS-PAGE e 7 alíquotas apresentaram peso molecular de aproximadamente 17 kDa, 
característicos de enzimas fosfolipases A2. Do lado esquerdo, até a amostra 5, corresponde ao gel corado com 
Comassie blue. As frações 6 e 7 foram coradas por nitrato de prata. O peso molecular é identificado por PM na 




Figura 12. Atividade fosfolipásica de BiliTX-7. Durante os 30 minutos de leitura a atividade enzimática foi 
avaliada utilizando uma concentração de 35 µg/mL da amostra sobre o substrato. O resultado da atividade 
fosfolipasica foi expresso em gráfico, onde os eixos x e y respectivamente representam o tempo da cinética e a 
intensidade da absorbância produzida pela degradação enzimática do substrato.  
 
 
Figura 13. Eletroforese bidimensional da fração BiliTX-7 isolada de B. bilineata. Na parte de cima é 
identificada a escala de pH de 3 a 10, como na fita utilizada para o ensaio. Do lado esquerdo são descritos os 
pesos moleculares conforme o marcador. A fração BiliTX-7 apresentou várias bandas com pesos moleculares 




 4.2 IDENTIFICAÇÃO E ANÁLISE DOS INIBIDORES DE FOSFOLIPASES A2 
 
O material genético extraído do tecido hepático da B. atrox e M. lemniscatus resultou 
em fragmentos de aproximadamente 600 pares de base (Figura 14). Anteriormente, 
sequências de nucleotídeos publicadas no trabalho de Fortes-Dias e colaboradores (2003), 
foram utilizadas como molde para a amplificação do material, porém não se obteve sucesso. 
As duas serpentes nunca haviam sido estudadas nesse aspecto, subentendendo que havia 
características genéticas particulares na região de anelamento dos oligonucleotídeos utilizados 
anteriormente, ponto inédito levantado no presente estudo. Assim, optou-se pelo desenho e 
síntese de oligonucleotídeos com base em sequências de inibidores de fosfolipases A2 do tipo 
γ de diversas famílias de serpentes depositadas no Genbank. Na reação de PCR, utilizou-se 
um pool dessas sequências para obtenção do resultado. Em seguida, as amostras foram 
purificadas e a clonagem no vetor pGEM®-T Easy, resultou em 5 clones para B. atrox e 8 
clones para M. lemniscatus (Figuras 15 e 16). As colônias positivas foram cultivadas e o DNA 
plasmidial foi extraído, quantificado e selecionado para o sequenciamento como referido na 
metodologia. As concentrações obtidas na quantificação foram de 74 µg/mL a 218 µg/mL 
para B. atrox e 58 µg/mL a 300 µg/mL para M. lemniscatus. 
 
Figura 14. Gel de agarose do material genético amplificado do tecido hepático das serpentes. O gel de 
agarose a 1% do purificado foi corado com Gel Red e o marcador de 100 pB foi utilizado para mensurar o 
tamanho do fragmento. Os fragmentos de aproximadamente 600 pB correspondem às serpentes M. lemniscatus e 






Figura 15. Gel de agarose dos clones do gene do PLI de M. lemniscatus. As oito bandas que podem ser 
visualizadas correspondem ao inserto e a região do vetor de clonagem, selecionados pelos primers universais T7 
e SP6. O gel de agarose a 1% foi corado com Gel Red e o marcador de 100 pB foi utilizado para mensurar o 
tamanho do fragmento.  
 
 
Figura 16.  Gel de agarose dos clones do gene do PLI de B. atrox.  As cinco bandas que podem ser 
visualizadas correspondem ao inserto e a região do vetor de clonagem, selecionados pelos primers universais T7 
e SP6. O gel de agarose a 1% foi corado com Gel Red e o marcador de 100 pB foi utilizado para mensurar o 
tamanho do fragmento.  
 
As sequências obtidas para B. atrox foram nomeadas At.PLI1 e At.PLI2 e as de M. 
lemniscatus, Mi.PLI1 e Mi.PLI2.  Por se tratar de serpentes de famílias diferentes (Viperidae 
e Elapidae), as os dados foram avaliados separadamente por ferramentas de bioinformática.  
No programa BLASTn, observou-se que as sequências nucleotídicas At. PLI1 e 2, são 
similares às de B. moojeni e B. jararacussu do trabalho de Estevão Costa e colaboradores 
(2008),  B. alternatus (Santos-Filho et al., 2011),  Lachesis muta (Fortes-Dias et al., 2003), 
com identidade de 98% (Tabela 5). Uma sequência de cada espécie com identidade acima de 
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90% e E-value de 0.0 (quanto mais baixo indica maior semelhança entre as sequências) foi 
selecionada para as análises. Os dados da busca de segmentos de sequências homólogas 
(Score) mostram que a B. moojeni é a sequência mais semelhante às identificadas nesse 
estudo (Tabela 5). 
Tabela 5. Análise comparativa entre as sequências At.PLI1 e At.PLI2 pelo programa BLASTn. 
Identificação Espécie Classe Score Similaridade Gaps E-value 
EU155175 B. moojeni γ 1057 98% 0% 0.0 
EU155173 B. jararacussu γ 1051 98% 0% 0.0 
EU155166 B. alternatus γ 1046 98% 0% 0.0 
AY425346 Lachesis muta muta γ 1046 98% 0% 0.0 
EU155170 B. jararaca γ 1018 97% 0% 0.0 
CDU08289 Crotalus d. terrificus γ 963 95% 0% 0.0 
EU155168 B. erythromelas γ 957 95% 2% 0.0 
EU155177 B. neuwiedi γ 946 95% 2% 0.0 
AB018372 Gloydius b.siniticus γ 935 95% 0% 0.0 
AB003472 T. flavoviridis γ 857 93% 0% 0.0 
AB559508 P. elegans γ 852 93% 0% 0.0 
*Os dados quanto aos inibidores de fosfolipases A2 foram selecionados por espécie, sendo escolhida uma 
sequência de cada para as análises realizadas. O programa comparou as sequências do estudo com outras 
depositadas no Genbank. 
 
O alinhamento múltiplo de nucleotídeos confirmou a similaridade entre as sequências. 
As sequências deduzidas de aminoácidos foram obtidas pelo programa ORF Finder (para 
maiores informações sobre o sequenciamento e predição de aminoácidos, consultar os 
anexos).  
Esses dados foram utilizados para a pesquisa de similaridade contra o banco de dados 
do Genbank e os domínios conservados foram investigados pelo BLASTp. O algoritmo 
pesquisou por similaridade local em sequências de proteínas e domínios conservados em 
todos os bancos de dados não redundantes, onde está integrado o Protein Data Bank, Swiss 
Prot, Protein Infomation Resource, entre outros. As sequências At.PLI1 e At.PLI2 possuem 
similaridade às do domínio tridactilo de γPLIs, que estão presentes também em receptores de 
ativador de plasminogênio tipo urocinase (u-PAR) e nos antígenos de superfície celular da 
superfamília Ly-6 e CD59 (Figura 17). Esses resultados corroboraram com  os trabalhos 
de Ohkura et al., (1994), Fortes Dias et al., (2003), Estevão Costa et al., (2008), Oliveira 
(2009), Santos Filho et al., (2011) e So et al., (2011). Adicionalmente, alguns parâmetros 
físico-químicos foram analisados pela ferramenta PROTParam (ponto isoelétrico e massa 
molecular). Os dados da possível proteína de γPLI de B. atrox (At.PLIγ) demonstra 





Figura 17.  Alinhamento múltiplo da sequência deduzida de aminoácidos pelo programa ClustalW. Na figura é demonstrado o percentual de identidade entre as 
sequências de B. atrox identificadas no estudo e de outras oito espécies de serpentes. Estão destacados o domínio tridactilo de receptores de plasminogênio tipo urocinase 
(u-PAR), o peptídeo sinal. Ao lado da identificação de espécies é demonstrada a identidade máxima obtida pela análise com BLASTp. 
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Tabela 6. Características bioquímicas do inibidor de fosfolipases A2 de B. atrox comparada com de outras 
serpentes. 
Inibidor Identificação N° de aa Massa molecular (Da) Ponto isoelétrico (pI) 
At. PLI1 - 200 22196.2 5.97 
At. PLI2 - 200 22180.2 5.97 
B. moojeni  ABV91335.1 200 22181.1 5.97 
B. jararacussu  ABV91332.1 200 22178.1 5.79 
B. alternatus ABV91326.1 200 22208.1 5.79 
L. muta muta P60592.1 200 22207.1 5.97 
B. jararaca ABV91331.1 200 22197.1 6.04 
C. d. terrificus Q90358.1 200 22267.4 6.07 
B. erythromelas ABV91328.1 200 22281.1 5.24 
B. neuwiedi ABV91336.1 200 22266.1 5.50 
 
As sequências Mi.PLI1 e 2 apresentaram divergência quanto à classe de inibidor na 
busca por homologia. Curiosamente, as cinco sequências que apresentavam maior identidade 
(89 a 91%) eram de inibidores registrados no Genbank como αPLI e apenas duas indicavam 
semelhança com o tipo γ (Tabela 7). A tradução deduzida das trincas nucleotídicas foi 
utilizada para o alinhamento múltiplo e investigação do domínio conservado, conforme a 
metodologia descrita para B. atrox (Anexos). Novamente, a busca resultou na similaridade 
com sequências de PLIs dos tipos α e γ (Tabela 8). Observou-se no registro do Genbank que 
as cinco sequências de αPLI pertencem ao mesmo grupo de pesquisadores e constam como 
não publicadas até o momento, não sendo possível investigar o tipo de análise utilizada para 
tal definição. Por esse motivo, as sequências de γPLI de serpentes brasileiras que 
apresentavam menor homologia (65 a 68%) foram incluídas nas análises. O presente estudo 
pode sugerir que o alinhamento realizado pelos grupos Sekulorski e colaboradores (2000), e 
Hains e colaboradores (2001) precisa ser reanalisado por técnicas mais modernas de 
sequenciamento. 
 
Tabela 7. Análise das sequências Mi.PLI1 e 2. 
 
A pesquisa por domínios conservados mostrou que Mi.PLI1 e 2 possuem os resíduos 
de cisteína repetidos em série do domínio tridactilo (γPLI) e não o de reconhecimento de 
Identificação Espécie Classe Similaridade Score Gaps E-value 
AF211165 O. scutellatus α 91% 813 0% 0.0 
AF211161 Notechis ater α 91% 808 0% 0.0 
AJ249829 Notechis scutatus α 90% 797 0% 0.0 
AF211167 O. microlepidotus α 90% 785 0% 0.0 
AF211166 P. textilis α 89% 769 0% 0.0 
AB462512 E. climacophora γ 89% 756 0% 0.0 
AB021425 E. quadrivirgata γ 88% 745 0% 0.0 
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carboidratos (CRD) de lectinas dependentes de Ca²⁺ (família CTLD), característico em αPLI 
(Anexos). As sequências similares registradas como αPLI foram analisadas e também 
apresentaram similaridade com o domínio de γPLIs.  
No alinhamento múltiplo a semelhança entre os transcritos e as sequências do 
Genbank foi verificada, e as regiões do domínio conservado foram identificadas. Observou-se 
que existe similaridade entre as sequências registradas como αPLIs e γPLIs. Além disso, é 
notado que as sequências de Elapídeos possuem regiões bem conservadas diferentes daquelas 
de Bothrops. Em alguns desses locais as sequências de Mi.PLI são similares somente aos 
elapídicos, e em outros aos botrópicos (Figura 18). Por último, uma sequência do CTLD de B. 
jararacussu escolhida aleatoriamente no Genbank foi alinhada à de Mi.PLI e não houve 
similaridade (Anexos). As sequências que estão registradas no Genbank como αPLIs (Tabela 
8) possivelmente são aquelas referidas como γPLIs de Elapídeos na Tabela 3, pois não 
existem publicações dessas espécies em αPLIs até o momento. Os trabalhos sobre os γPLI da 
Tabela 8 já foram publicados por Estevão Costa (2008, submetido ao Genbank em 2009) e 
Shirai e colaboradores (2009). 
A predição de dados virtual sobre a estrutura quaternária do Mi.PLIγ mostrou que a 
molécula possivelmente terá aspectos físico-químicos semelhantes aos de outras espécies 
(Tabela 9). Análises filogenéticas e de evolução, elucidação virtual das estruturas proteicas, 
expressão recombinante e ensaios de caracterização são previstos utilizando as informações 









Figura  18. Alinhamento múltiplo para análise das sequências do inibidor de PLA2 de M. lemniscatus. Em cinza são destacadas as bases conservadas em Mi.PLI e 
M.PLI2 que correspondem ao domínio upar, característico de γPLIs. A região do peptídeo sinal e a classificação do inibidor e o percentual de identidade entre as 
sequências do estudo e as demais podem ser visualizadas do lado esquerdo, acima. Do lado direito, destaca-se as identificações de cada sequência de acordo com o 
Genbank. O alinhamento foi realizado pelo programa ClustalW. 
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Tabela 9. Características bioquímicas do inibidor de Fosfolipases A2 de M. lemniscatus comparada com de 
outras serpentes.   
Inibidor Massa molecular (Da) Ponto isoelétrico (pI) 
Mi. PLI1 20592.5 5.77 
Mi. PLI2 20691.6 5.90 
Notechis ater 20861.7 6.13 
P. textilis 20736.6 6.29 
N.scutatus 20839.5 5.47 
O. scutellatus 20928.6 5.61 
O. microlepidotus 20924.6 5.71 
E. climacophora 20937.6 5.65 
B. moojeni 20625.2 5.81 
B. jararaca 20641.3 5.89 
B. alternatus 20780.4 5.61 
B. jararacussu 20804.5 5.61 
B. neuwiedi 20703.3 5.46 


























 O veneno da B. bilineata possui grande quantidade de fosfolipases A2, demonstrada 
pelos resultados da atividade fosfolipásica, que podem ser as responsáveis pelas lesões 
musculares intensas observadas nos ensaios de miotoxicidade desse estudo. 
 As fosfolipases A2 presentes no veneno da B. bilineata têm como substrato 
preferencial a fosfatidilcolina, mas são capazes de hidrolisar outros fosfolipídios como ácido 
fosfatídico, em atividade específica decrescente, respectivamente.  
 O pH ótimo dessas PLA2s está no intervalo de 7 e 11.  
 O Ca2+ é o principal cofator para a atividade fosfolipásica, porém, não é o que possui 
melhor afinidade pelo sítio catalítico.  
 A metodologia utilizada para fracionamento das PLA2s foi considerada exitosa. A 
fração isolada BiliTX-7 demonstrou atividade catalítica intensa, característico de fosfolipases 
do tipo Asp 49.  
 A eletroforese bidimensional mostra a existência de isoformas de fosfolipases A2 que 
deve ser devido à glicosilação clássica dessas moléculas
.
 
 A metodologia aplicada na amplificação do material genético do tecido hepático das 
serpentes B. atrox e M. lemniscatus, mostrou-se eficiente para a identificação dos transcritos 
de inibidores de fosfolipases A2.  
 A presença de inibidores de classe γ ficou comprovada em ambas as espécies 
estudadas, como homologias de 98% ou maior, respectivas nas espécies comparadas: B. atrox, 
B. moojeni, B. jararacussu, B. alternatus e L. muta muta.  
 As sequências de M. lemniscatus apresentam características particulares de 
semelhança com outras elapídicas ou botrópicas em locais conservados. A maior similaridade 
dessa espécie com outras é de 85%, menor do que a de B. atrox.  
 Os dados obtidos em nosso trabalho mostrou que os inibidores são do tipo γ e não do 
tipo α, conforme publicado por Sekuloski e colaboradores (2000), Hains e colaboradores 
(2001) e anotados no Genbank.  
 As predições virtuais sobre a estrutura quaternária da proteína que será produzida por 
expressão recombinante, mostrou dados semelhantes aos de outros já publicados, auxiliando 
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8.1 ALINHAMENTO MÚLTIPLO DE AT.PLI1 E AT.PLI2 
 
                   10        20        30        40        50        60        70        80 
                    |         |         |         |         |         |         |         |                
AtPLI1     ATGAAATCTCTACACACCATCTGCCTTCTTTTCATTTTCGTAGCCAGAGGAAACTCTCGGTCATGTGACTTTTGTCACAA 
AtPLI2     ATGAAATCTCTACACACCATCTGCCTTCTTTTCATTTTCGTAGCCAGAGGAAACTCTCGGTCATGTGACTTTTGTCACAA 
C.d.terrif ATGAAATATCTACACACCATCTGCCTTCTTTTCATTTTCGTAGCCAGAGGAAACTCTCGCTCATGTGACTTTTGTCACAA 
L. mutamut ATGAAATATCTACACACCATCTGCCTTCTTTTCATTTTCGTAGCCAGAGGAAACTCTCGCTCATGTGACTTTTGTCACAA 
B. moojeni ATGAAATCTCTACACACCATCTGCCTTCTTTTCATTTTCGTAGCCAGAGGAAACTCTCGCTCATGTGACTTTTGTCACAA 
B.jararacu ATGAAATCTCTACACACCATCTGCCTTCTTTTCATTTTCGTAGCCAGAGGAAACTCTCGCTCATGTGACTTTTGTCACAA 
B. erythro ATGAAATCTCTACACACCATCTGCCTTCTTTTCATTTTCGTAGCCAGAGGAAACTCTCGCTCATGTGACCTTTGTCACAA 
B. neuwied ATGAAATCTCTACACACCATCTGTCTTCTTTTCATTTTCGTAGCGAGAGGAAACTCTCGCTCATGTGACTTTTGTCACAA 
B. alterna ATGAAATCTCTACACACCATCTGCCTTCTTTTCATTTTCGTAGCCAGAGGAAACTCTCGCTCATGTGACTTTTGTCACAA 
B.jararaca ATGAAATCTCTACACACCATCTGCCTTCTTTTCATTTTCGTAGCCAGAGGAAACTCTCGCTCATGTGACTTTTGTCACAA 
G.b.siniti ATGAAATCTCTACACACCATCTGCCTTCTTTTCATTTTCATAGCCAGAGGAAACTCTCGCTCATGTGACTATTGTCACAA 
T. flavovi ATGAAATCTCTACACATCATCTGCCTTCTTTTCATTTTCGTAGCCAGAGGAAACTCTCGCTCATGTGACTTTTGTCACAA 
P. elegans ATGAAATCTCTACACATCATCTGCCTTCTTTTCATTTTCGTAGCCAGAGGAAACTCTCGCTCATGTGACTTTTGTCACAA 
           ******* ******** ****** *************** **** ************** *********  ********* 
                   90       100       110       120       130       140       150       160 
                    |         |         |         |         |         |         |         | 
AtPLI1     CGTAGGAAAAGATTGCGATGGTTACGAAAAGGAATGTTCCTCTCCAGAAGATGTATGTGGCAAGGTCTTCCTGGAGATTT 
AtPLI2     CGTGGGAAAAGATTGCGATGGTTACGAAAAGGAATGTTCCTCTCCAGAAGATGTATGTGGCAAGGTCTTCCTGGAGATTT 
C.d.terrif CATAGGAAAAGATTGCGATGGTTACGAAGAGGAATGTTCCTCTCCAGAAGATGTATGTGGCAAGGTCTTGTTGGAGATTT 
L. mutamut CATAGGAAAAGATTGCGATGGTTACGAAGAGGAATGTTCCTCTCCAGAAGATGTATGTGGCAAGGTCTTGTTGGAGATTT 
B. moojeni CATAGGAAAAGATTGCGATGGTTACCAACAGGAATGTTCCTCTCCAGAAGATGTATGTGGCAAGGTCTTTCTGGAGGTCT 
B.jararacu CATAGGAAAAGATTGCGATGGTTACGAACAGGAATGTTCCTCTCCAGAAGATGTATGTGGCAAGGTCTTCCTGGAGATTC 
B. erythro CATAGGAGAAGATTGCGATGGTTACGAACAGGAATGTTCCTCTCCAGAAGATGTATGTGGCAAGGTCTTCCTGGAGATTT 
B. neuwied CGTAGGAAAAGATTGCGATGGTTACGAACAGGAATGTTCCTCTCCAGAAGATGTATGTGGCAAGGTCTTCCTGGAGATTT 
B. alterna CGTAGGAAAAGATTGCGATGGTTACGAACAGGAATGTTCCTCTCCAGAAGATGTATGTGGCAAGGTCTTCCTGGAGATTT 
B.jararaca CATAGGAAAAGATTGCGATGGTTACCAACAGGAATGTTCCTCTCCAGAAGATGTATGTGGCAAGGTCTTTCTGGAGATTT 
G.b.siniti CATAGGAAAAGATTGCGATGGTTACGAACACGAATGTTCCTCTCCAGAAGATGTATGTGGCAAGGTCTTCCTGGAGATTT 
T. flavovi CATAGGAGCAGATTGCGAAGGTTTCCAACATGAATGTTCCTCTCCAGAAGATGAATGTGGCAAGGTCTTTCTGGAGATTT 
P. elegans CATAGGAGCAGATTGCGAAGGTTTCCAACATGAATGTTCCTCTCCAGAAGATGAATGTGGCAAGGTCTTTCTGGAGCTTT 
           * * ***  ********* **** * ** * ********************** ***************  ***** *   
                  170       180       190       200       210       220       230       240 
                    |         |         |         |         |         |         |         | 
AtPLI1     CATCAGCATCGCTGTCAGTCCGAACTGTGCATAAGAACTGTTTCTCATCCAGCATCTGCAAACTTGGGCACATTGATGTA 
AtPLI2     CATCAGCATCGCTGTCAGTCCGAACTGTGCATAAGAACTGTTTCTCATCCAGCATCTGCAAACTTGGGCACATTGATGTA 
C.d.terrif CATCAGCATCGCTGTCAGTCCGAACTGTGCATAAGAACTGTTTCTCATCCAGCATCTGCAAACTTGGGCAATTTGATGTA 
L. mutamut CATCAGCATCGCTGTCAGTCCGAACTGTGCATAAGAACTGTTTCTCATCCAGCATCTGCAAACTTGGGCAATTTGATGTA 
B. moojeni CATCAGCATCGCTGTCAGTCCGAACTGTGCATAAGAACTGTTTCTCATCCAGCATCTGCAAACTTGGGCACATTGATGTA 
B.jararacu CATCAGCATCGCTGTCAGTCCGAACTGTGCATAAGAACTGTTTCTCATCCAGCATCTGCAAACTTGGGCAAATTGATGTA 
B. erythro CATCAGCATCGTTGTCAGTCCGAACTGTGCATAAGAACTGTTTCTCATCCAGCATCTGCAAACTTGGGCAAATTGATGTA 
B. neuwied CATCAGCATCGCTTTCAGTCCGAACTGTGCATAAGAACTGTTTCTCATCCAGCATCTGCAAACTTGGGCAAATTGATGTA 
B. alterna CATCAGCATCGCTGTCAGTCCGAACTGTGCATAAGAACTGTTTCTCATCCAGCATCTGCAAACTTGGGCAAATTGATGTA 
B.jararaca CATCAGCATCGCTGTCAGTCCGAACTGTGCATAAGAACTGTTTCTCATCCAGCATCTGCAAACTTGGGCAAATTGATGTA 
G.b.siniti CATCAGCATCGCTGTCAGTCCGAACTGTGCATAAGAACTGTTTCTCATCCAGCGTCTGCAAACTTGGGCACTTTGATATA 
T. flavovi CGTCAGCATCGCTGTCAGTCCGAACTGTGCACAAGAACTGTTTCTCATCCAGCGTCTGCAAACTTAGGCACTTTGATGTA 
P. elegans CGTCAGCATCGCTGTCATTTCGAACTGTGCACAAGAACTGTTTCTCATCCAGCCTCTGCAAACTTAGGCACTTTGATGTA 
           * ********* * *** * *********** ********************* *********** ****  ***** ** 
                  250       260       270       280       290       300       310       320 
                    |         |         |         |         |         |         |         | 
AtPLI1     AATATTGGGCATCACTCATATATAAGAGGAAGAATCAATTGCTGTGAGAAAGAACCGTGTGAAGACCAACCGTTTCCAGG 
AtPLI2     AATATTGGGCATCACTCATTTATAAGAGGAAGAATCAATTGCTGTGAGAAAGAACCGTGTGAAGACCAACTGTTTCCAGG  
C.d.terrif AATATTGGGCATCACTCATATATAAGAGGAAGAATCAATTGCTGTGAGAAAGAACTGTGTGAAGACCAACCGTTTCCAGG 
L. mutamut AATATTGGGCATCACTCATATATAAGAGGAAGAATCAATTGCTGTGAGAAAGAACCGTGTGAAGACCAACCGTTTCCAGG 
B. moojeni AATATTGGGCATCACTCATATATAAGAGGAAGAATCAATTGCTGTGAGAAAGAACCGTGTGAAGACCAACCGTTTCCAGG 
B.jararacu AATATTGGGCATCACTCATATATAAGAGGAAGAATCAATTGCTGTGAGAAAGAACCGTGTGAAGACCAACCATTTCCAGG 
B. erythro AATATTGGGCATCAATCATATATAAGAGGAAGAATCAATTGCTGTGAGAAAGAACCGTGTGAAGACCAACCGTTTCCGGG 
B. neuwied AATATTGGGCATCAATCATATATAAGAAGAAGAATCAATTGCTGTGAGAAAGAACCGTGTGAAGACCAACCGTTTCCCGG 
B. alterna AATATTGGGCATCACTCATATATAAGAGGAAGAATCAATTGCTGTGAGAAAGAACCGTGTGAAGACCAACCGTTTCCGGG 
B.jararaca AATATTGGGCATCACTCATATATAAGAGGAGGAATCAATTGCTGTGAGAAAGAACCGTGTGAAGACCAACCGTTTCCGGG 
G.b.siniti AATATTGGGCATCACTCATATATAAGAGGAAGAATCAATTGCTGTGAGAAAGAACCGTGTGAAGACCAACCATTTCCGGG 
T. flavovi AATATTGGGCATGACTCATATATAAGAGGAAGAATCAATTGCTGTGAGAAAGAACCGTGTGAAGACCAATCGTTTCCGGG 
P. elegans AATATTGGGCATGACTCATATATAAGAGGAAGAATCAATTGCTGTGAGAAGGAACCGTGTGAAGACCAATCGTTTCCGGG 








                  330       340       350       360       370       380       390       400        
                    |         |         |         |         |         |         |         | 
AtPLI1     ACTGCCCCTCTCCAGACCAAATGGATACTATTGCCCTGGCGCATTGGGCCTTTTTACGGAGGACAGCACTGAATTTGAAG 
AtPLI2     ACTGCCCCTCTCCAGACCAAATGGATACTATTGCCCTGGCGCATTGGGCCTTTTTACGGAGGACAGCACTGAATTTGAAG 
C.d.terrif ACTGCCCCTCTCCAAACCAAATGGATACTATTGCCCTGGTGCAATTGGCCTTTTTACGAAGGACAGCACTGAATATGAAG 
L. mutamut ACTGCCCCTCTCCAAAC-AAATGGATACTATTGCCCTGGCGCAATTGGCCTTTTTACGAAGGACAGCACTGAATATGAAG 
*Continuação  
B. moojeni ACTGCCCCTCTCCCGACCAAATGGATACTATTGCCCTGGCGCATTGGGCCTTTTTACGGAGGACAGCACTGAATTTGAAG 
B.jararacu ACTGCCCCTCTCCCGACCAAATGGATACTATTGCCCTGGCGCATTGGGCCTTTTTACGGAGGACAGCACTGAATATGAAG 
B. erythro ACTGCCCCTCTCCCGACCAAATGGATACTATTGCCCTGGCGCATTGGGCCTTTTTACGGAGGACAGCACTGAATATGAAG 
B. neuwied ACTGCCCCTCTCCCGACCAAATGGATACTATTGCCCTGGCGCATTGGGCCTTTTTTCGGAGGACAGCACTGAATATGAAG 
B. alterna ACTGCCCCTCTCCCGACCAAATGGATACTATTGCCCTGGCGCATTGGGCCTTTTTACAGAGGACAGCACTGAATATGAAG 
B.jararaca ACTGCCCCTCTCCCGACCAAATGGATACTATTGCCCTGGCGCATTGGGACTTTTTACGGAGGACAGCACTGAATATGAAG 
G.b.siniti ACTGCCCCTCTCCCAACCAAATGGATACTATTGCCCTGGCGCACTTGGCCTTTTTACGGAGGACAGCACTGAATATGAAG 
T. flavovi ACTGCCCCTCTCCCAGCCAAATGGATACTATTGCCCTGGCTCATTAGGCCTTTTTACAAAGGACAGCACTGAATTTGAAG 
P. elegans ACTGCCCCTCTCCCAACCAAATGGATACTATTGCCCTGGCTCACTTGGCCTTTTTACGAAGGACAGCACTGAATTTGAAG 
           *************   * *********************  ** * ** ****** *  *************** ***** 
                  410       420       430       440       450       460       470       480 
                    |         |         |         |         |         |         |         | 
AtPLI1     CTATTTGCCATGGAACTGAGACTAAGTGCATTGACATCGTGGGACACAGATATGAAAATTT------------TCCTGGA 
AtPLI2     CTATTTGCCATGGAACTGAGACTAAGTGCATTGACATCGTGGGACACAGATATGAAAATTT------------TCCTGGA 
C.d.terrif CTATTTGCAAAGGAACTGAGACTAAGTGCATTAACATCGTGGGACACAGATATGAACAATT------------TCCTGGA 
L. mutamut CCATTTGCAAAGGAACTCAGACTAAGTGCATTAACATCGTGGGACACAGATATGAACCATT------------TCCTGGA 
B. moojeni CTATTTGCCATGGAACTGAGACTAAGTGCATTGACATCGTGGGACACAGATATGAAAATTT------------TCCTGGA 
B.jararacu CTATTTGCCATGGAACTGAGACTAAGTGCATTGACATCGTGGGACACAGATATGAAAATTT------------TCCTGGA 
B. erythro CTATTTGCCATGGAACTGAGACTAAGTGCATTGACATCGTGGGACACAGACATGAAAATTTTTTTTCTGCAGTTCCTGAA 
B. neuwied CTATTTGCCATGGAACTGAGACTAAGTGCATTGACATCGTGGGACACAGACATGAAAATTTTTTTTCTGCAGTTCCTGAA 
B. alterna CTATTTGCCATGGAACTGAGACTAAGTGCATTGACATCGTGGGACACAGATATGAAAATTT----T--------CCTGGA 
B.jararaca CTATTTGCCATGGAACTGAGACTAAGTGCATTGACATCGTGGGACATAGACATGAACATTT------------TCCTGGA 
G.b.siniti CTATTTGCAAAGGAACTGAGACTAAGTGCATTAACATCGTGGGACACAGACATGAAAATTA------------TCCTGGA 
T. flavovi CTATCTGCAAAGGAACCGAGACTAAGTGCATTAACATCGTGGGACACAGATATGAACATTA------------TCCTGGA 
P. elegans CTATTTGCAAAGGAACCGAGACTAAGTGCATTAACATCGTGGGACACAGATATGAAAATTA------------TCCTGGA 
           *** *** * *****   ************** ************* *** *****   *              **** *          
                  490       500       510       520       530       540       550       560 
                    |         |         |         |         |         |         |         | 
AtPLI1     GACATCACTTACAATCTCAAAGGCTGCATTTCTTCCTGTCCTCTGCTGAGTTTGAGCAATGCAACCTTTGAACAAAACAG 
AtPLI2     GACATCACTTACAATCTCAAAGGCTGCATTTCTTCCTGTCCTCTGCTGAGTTTGAGCAATGCAACCTTTGAACAAAACAG 
C.d.terrif GACATCTCTTACAATCTCAAAGGCTGCGTTTCTTCCTGTCCTCTGCTGAGTTTGAGCAATGCAACCCATGAAGAAAACAG 
L. mutamut GACATCTCTTACAATCTCAAAGGCTGCGTTTCTTCCTGTCCTCTGCTGAGTTTGAGCAATGCAACCCATGAAGAAAACAG 
B. moojeni GACATCACTTACAATCTCAAAGGCTGCGTTTCTTCCTGTCCTCTGCTGAGTTTGAGCAATGCAACCCATGAAGAAAACAG 
B.jararacu GACATCACTTACAATCTCAAAGGCTGCGTTTCTTCCTGTCCTCTGCTGAGTTTGAGCAATGCAACCCGTGAAGAAAACAG 
B. erythro GACTTCACTTACAATCTCAAAGGCTGCGTTTCTTCCTGTCCTCTGCTGAGTTTGAGCAATGCAACCCGTGAAGAAAACAG 
B. neuwied GACTTCACTTACAATCTCAAAGGCTGCGTTTCTTCCTGTCCTCTGCTGAGTTTGAGCAATGCAACCCGTGAAGAAAACAG 
B. alterna GACATCACTTACAATCTCAAAGGCTGCGTTTCTTCCTGTCCTCTGCTGAGTTTGAGCAATGCAACCCGTGAACAAAACAG 
B.jararaca GACATCGCTTACAATCTCAAAGGCTGCGTTTCTTCCTGTCCTCTGCTGAGTTTGAGCAATGCAACCCATGAAGAAAACAG 
G.b.siniti GACATCTCTTACAATCTCAAAGGCTGCGTTTCTTCCTGTCCTCTGCTGAGTTTGAGCAATTCAACCCATGAAGAAAACAG 
T. flavovi GACATCGCTTATAATCTCAAAGGTTGCATTTCTTCCTGTCCTCTGTTGAGTTTGAGCAATGCAACCCATGAAGAAAACAG 
P. elegans GACATCGCTTATAATCTCAAAGGTTGCATTTCTTCCTGTCCTCTGTTGAGTTTGAGCAATGCAACCCATGAAGAAAACAG 
           *** ** **** *********** *** ***************** ************** *****  **** ******* 
                  570       580       590       600 
                    |         |         |         | 
AtPLI1     AAATTATCTGCAGAAAGTTGAATGTAAGGACGCCATCAGA 
AtPLI2     AAATTATCTGCAGAAAGTTGAATGTAAGGACGCCATCAGA 
C.d.terrif AAATTATCTGGAGAAAGTTGAATGTAAGGACGCCATCAGA 
L. mutamut AAATTATCTGGAGAAAGTTGAATGTAAGGACGCCATCAGA 
B. moojeni AAATTATCTGCAGAAAGTTGAATGTAAGGACGCCATCAGA 
B.jararacu AAATTATCTGCAGAAAGTTGAATGTAAGGACGCCATCAGA 
B. erythro AAATTATCTGGAGAAAGTTGAATGTAAGGACGCCATCAGA 
B. neuwied AAATTATCTGGAGAAAGTTGAATGTAAGGATGCCATCAGA 
B. alterna AAATTATCTGGAGAAAGTTGAATGTAAGGACGCCATCAGA 
B.jararaca AAATTATCTGCAGAAAGTTGAATGTAAGGACGCCATCAGA 
G.b.siniti AAATTATCTGGAGAAAGTTGAATGTAAGGACGCCTTCAAA 
T. flavovi AAATTATCTGGAGAAAGTTGAATGTAAGGACGCCTTACAA 
P. elegans AAATTATCTGGAGAAAGTTGAATGTAAGGACGCCATCCAA 


















8.3 TRADUÇÃO DA SEQUÊNCIA DE NUCLEOTÍDEOS DO INIBIDOR DE B. 









8.4 ALINHAMENTO DA SEQUÊNCIA DEDUZIDA DE AMINOÁCIDOS DE 
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 8.6 ALINHAMENTO MÚLTIPLO MI.PLI1 E MI.PLI2 
 
 
                   10        20        30        40        50        60        70 
                    |         |         |         |         |         |         | 
Mi.PLI1    ATGAAATCTCTACAGATCATCTGTCTTCTTTTCGTTTTGGTAGCCAGAGGAAGCTGTCACTCATGTGAAA 
Mi.PLI2    ATGAAATCTCTACAGATCATCTGTCTTCTTTTCGTTTTGGTAGCCAGAGGAAGCTGTCACTCATGTGAAA 
N.scutatus ATGAAATCCCTACAGATCATCTGTCTTCTTTTCGTTTTGGTAGCCAGAGGAAGCTGTCACTCATGTGAAA 




E.climaco    ATGAAATCTCTACAGATCATCTGTCTTCTTTTCATCTTTGTAGCCAGAGGAAGCTGCCGCTCATGTGAAA 
E.quadrivi ATGAAATCTCTACAGATCATCTGTCTTCTTTTCATTTTTGTAGCCAGAGGAAGCTGCCGCTCATGTGAAA 
           ********************************************************** *********** 
                   80        90       100       110       120       130       140 
                    |         |         |         |         |         |         | 
Mi.PLI1    TTTGTCACAATGTGGGAAAAGATTGCGAGGGTCA---GGTAGAGGAATGTGCCTCTCCAGAAGATCAATG 
Mi.PLI2    TTTGTCACAATGTGGGAAAAGATTGCGAGGGTCA---GGTAGAGGAATGTGCCTCTCCAGAAGATCAATG 
N.scutatus TTTGTCACAATTTGGGAAGAGATTGTGAGACTGAGGAGGCAGAGGAATGTGCCTCTCCAGAAGATCAATG 




E.climaco    TTTGTCACAACGTGGGAAATGATTGTGGCTATGATTACGTAGAAGAGTGTCACTCTCCAGAAGATCAATG 
E.quadrivi TTTGTCACAACGTGGGAAATGATTGTGGCTATGATTACGTAGAAGAGTGTCACTCTCCAGAAGATCAATG 
            ***** ***  * ****  *  **      *        *   ** ***   *** ******* ** ** 
                  150       160       170       180       190       200       210 
                    |         |         |         |         |         |         | 
Mi.PLI1    TGGCACGGTGTTGCTGGATATTTCACCAGCGCCTCTTTCCGTCCGAACCATTCATAAGAACTGTTTCTCA 
Mi.PLI2    TGGCACGGTGTTGCTGGATATTTCACCAGCGCCTCTTTCCGTCCGAACCATTCATAAGAACTGTTTCTCA 
N.scutatus TGGCACGGTGTTGATGGAGGTTTCATCAGCACCTATTTCCTTCCGATCCATTCATAGGAACTGTTTCTCA 




E.climaco   CGGCAAGGTGTTCCTGGAGATTTCGTCAGCACCACTTTCCATCCGATCCATTCATAGGAACTGTTTCTCA 
E.quadrivi CGGCAAGGTGTTGCTGGAGATTTCGTCAGCACCACTTTCCATCCGATCCAGTCATAGGAACTGTTTCTCA 
            ****  *** *  ****   ***    ** **  *****  **** *** *** * *** ********* 
                  220       230       240       250       260       270       280        
                    |         |         |         |         |         |         |          
Mi.PLI1    TCCAGCCTCTGCAAACTTAAACACTTCGATATAAATATTGGACATGATACCTATTTGAGAGGAAGAATCC 
Mi.PLI2    TCCAGCCTCCGCAAACTTAAACACTTCGATATAAATATTGGACATGATACCTATTTGAGAGGAAGAATCC 
N.scutatus TCCAGCCTCTGCAAACTCGAACGCTTTGATATAAATATTGGACATGATTCCTATTTGAGAGGAAGAATCC 




E.climaco   TCCAGCCTCTGCAAACTTGAGCACTTCGATGTCAATACTGGACAGGAGACCTATCTGAGAGGAAGAATCC 
E.quadrivi TCCAGCCTCTGCAAACTTGAGCACTTCGATGTCAATACTGGACAGGAGACCTATCTGAGAGGAAGAATCC 
           ****** ** *******  * *  ** **** **** **** * *   *** * * ************** 
                  290       300       310       320       330       340       350 
                    |         |         |         |         |         |         | 
Mi.PLI1    AATGTTGTGATGAAGAAAATTGTGAAGGACTCCCATTTCCTGGACTGCCCCTCTCCCATCCAAATGGATA 
Mi.PLI2    AATGTTGTGATGAAGAAAATTGTGAAGGACTCCCATTTCCTGGACTGCCCCTCTCCCATCCAAATGGATA 
N.scutatus ACTGTTGTGATGAAGCAAGGTGTGAAGCACAGCAATTTCCTGGACTGCCCCTCTCCTTTCCAAATGGATA 




E.climaco   ATTGTTGTGATGAAGAAAAGTGTGAAGGCCGCCCATTTCCTGGACTGCCCCTCTCCCATCCAAATGGATA 
E.quadrivi ATTGTTGTGATGAAAAAAAGTGTGAAGGCCGCCCATTTCCTGGACTGCCCCTCTCCCATCCAAATGGATA 
           * ****** ** **  **  ** ****  *  * ************ ***** ***  ************ 
                  360       370       380       390       400       410       420 
                    |         |         |         |         |         |         | 
Mi.PLI1    CCACTGTCCTGGCATTCTT---GGTCTATTCTCAGTGGACAGCTCTGAGCATGAAGCTATTTGCAAAGGA 
Mi.PLI2    CCACTGTCCTGGCATTCTT---GGTCTATTCTCAGTGGACAGCTCTGAGCATGAAGCTATTTGCAAAGGA 
N.scutatus CCACTGCCCTGGCATTCTT---GGTGTATTCTCAGTGGACAGCTCTGAACATGAAGCTATTTGCAGAGGA 




E.climaco   CGTCTGTCCTGGCGTTCTT---GGTCTATTCTCAGAGGACAGCAGTGAATCTGAAGCTGCTTGCAAAGGA 
E.quadrivi CGTCTGTCCTGGCGTTCTT---GGTCTATTCTCAGAGGACAGCAGTGAATCTGAAGCTGCTTGCAAAGGA 




                  430       440       450       460       470       480       490 
                    |         |         |         |         |         |         | 
Mi.PLI1    ACCGAAACTAAATGCATTAACATTGCGGGATACAGAAAAGAAAGATTTCCTGGAGACCTTGCTTATAATG 
Mi.PLI2    ACCGAAACTAAATGCATTAACATTGCGGGATACAGAAAAGAAAGATTTCCTGGAGACCTTGCTTATAATT 
N.scutatus ACTGAAACCAAATGCATTAACCTTGCGGGATTCAGAAAAGAAAGATTTCCTGGAGACATCGGTTATAATA 




E.climaco   GACGAAACCAAATGCATTAACATTGTGGGATACAGAAAAGAAAGATTTCCTGGAGACATCGCTTATAATA 
E.quadrivi GACGAAACCAAATGCATTAACATTGTGGGATACAGAAAAGAAAGATTTCCTGGCGACATCGCTTATAATA 
              ** ** **********   *** ***** *****  ******  *      *** * * ******* 
                  500       510       520       530       540       550       560 
                    |         |         |         |         |         |         | 
Mi.PLI1    TCAAAGGCTGTGTTTCTTCTTGTCCAGAACTGACTTTGAGCAATAGAACGCACGAAGAACATAGAAATGA 
Mi.PLI2    TCAAATGCTGTGTTTCTTCTTGTCCAGAACTGACTTTGAGCAATAGAACGCACGAAGAACATAGAAATGA 
N.scutatus TCAAAGGTTGCACTTCTTCTTGTCCAGAACTGAGGTTGAGCAATAGAACTCACGAAGAAGATAGAAATGA 




E.climaco   TCAAAGGATGTGTTTCTTCCTGTCCAGAACTGAGATTGAGCAATAGAACGCACGAAGAACGTAGAAATGA 
E.quadrivi TCAAAGGATGCGTTTCTTCCTGTCCAGAACTGAGATTGAGCAATAGAACGCACGAAGAACGTAGAAATGA 
           ***** * **   ****** *************  ****   ******* **** ** *    ******   
                  570       580       590       600 
                    |         |         |         | 
Mi.PLI1    TCTGATAAAAGTTGAATGTACAGACGCCTCCAAAATTACA 
Mi.PLI2    TCTGATAAAAGTTGAATGTACAGACGCCTCCAAAATTACA 
N.scutatus TCTAATAAAAGTTGAATGTACAGACGCTTCCAAAATTACA 




E.climaco   TCTGATAAAAGTTGAATGTAGAGACGCCGTCAAAATTACA 
E.quadrivi TCTGATAAAAGTTGAATGTAGAGACGCCGTCAAAATTACA 













































8.8 ALINHAMENTO E COMPARAÇÃO DE DOMÍNIO CONSERVADO DE 



























8.9 ALINHAMENTO E COMPARAÇÃO DE DOMÍNIO CONSERVADO DE 





























8.10 ALINHAMENTO DE MI.PLI1 E MI.PLI2 COM DOMÍNIO CTLD DE 
RECONHECIMENTO DE CARBOIDRATOS 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
